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1 Einleitung und Fragestellung
Herz-Kreislauferkrankungen stellen die ha¨ufigsten Todesursachen weltweit dar: sie sind
fu¨r durchschnittlich 30% der Todesfa¨lle verantwortlich [Libby, 2012].
In Europa sind 48% der Todesfa¨lle auf Herz-Kreislauferkrankungen zuru¨ckzufu¨hren, wo-
bei in der Europa¨ischen Union ja¨hrlich 2 Millionen Menschen aufgrund koronarer Herz-
erkrankungen versterben [Rayner et al., 2009].
In O¨sterreich waren im Jahr 2010 laut Todesursachenstatistik der Statistik Austria Herz-
Kreislauferkrankungen und Krebs die ha¨ufigsten Todesursachen zwischen dem 40.-70.
Lebensjahr.
Obwohl seit den 1970er Jahren die Mortalita¨tsraten fu¨r Herz-Kreislauferkrankungen und
Krebs um bis zu 30% gesunken sind, werden diese auch zuknftig das Erkrankungsspek-
trum und die Todesursachenstatistik anfu¨hren [Statistik Austria, Stand 24.05.2012].
Gerade deshalb ist und bleibt die Thematik Ursachen- und Pra¨ventionsforschung ein
wichtiges und interessantes wissenschaftliches Gebiet und so gibt es bereits zahlreiche
Studien in mannigfacher Ausfu¨hrung, die sich dieser Thematik widmen.
Seit nun mehr als 20 Jahren werden in diesem Zusammenhang Gallenpigmente untersucht
und ihrem proklamierten antioxidativen Potential wurde sich bereits in diversen Arbeiten
verschiedener Autoren gewidmet, so auch dem Bereich der angeborenen Bilirubin-Stoff-
wechselsto¨rungen, wie Morbus Gilbert-Meulengracht.
Die ersten Hypothesen zur antioxidativen Wirkung des Bilirubins wurden aber breits im
Jahr 1954 von den Autoren Bernard, Ritzel und Steiner formuliert.
Weitere epidemiologische Untersuchungen brachten schließlich Belege, dass Personen
mit Gilbert’s Syndrom einen erho¨hten Schutz vor koronaren Herzerkrankungen und Krebs
aufweisen. Zusa¨tzlich konnten zellschu¨tzende, DNA-protektive sowie entzu¨ndungshem-
mende Wirkungen der Gallenpigmente, vor allem in vitro nachgewiesen werden.
Da bis dato kaum Daten u¨ber oxidative DNA Scha¨digung von Personen mit Gilbert’s Syn-
drom vorliegen, war es Ziel der vorliegenden Studie Informationen zur DNA-Stabilita¨t bei
Betroffenen mit Morbus Gilbert im Vergleich zu Nicht-Betroffenen zu erhalten.
2Dafu¨r sollte die antigenotoxische Wirkung von Bilirubin, basierend auf Ergebnissen aus
pra¨klinischen Untersuchungen und epidemiologischen Studien gepru¨ft werden (siehe Ka-
pitel 2.4).
Um mit einer Studie am Institut fu¨r Erna¨hrungswissenschaften der Universita¨t Wien,
Emerging Field ”Oxidative Stress and DNA Stability“ zu pru¨fen, dass ma¨ßig erho¨htes un-
konjugiertes Bilirubin positive Effekte auf Indikatoren zur Beschreibung von oxidativen
Scha¨den hat, wurden selektive Biomarker erhoben, um Aussagen zu oxidativem Stress,
Entzu¨ndungsparametern, kardiovaskula¨ren Parametern sowie dem Erna¨hrungsstatus ma-
chen zu ko¨nnen. Diese Studie wurde in Kooperation mit der Griffith University Australia,
der University of Queensland, Australia, dem Department of Pharmacognosy der Uni-
versita¨t Wien sowie dem Department of Clinical Pharmacology der University Hospital,
Kopenhagen (Da¨nemark) durchgefu¨hrt.
Diese Diplomarbeit befasst sich im Rahmen dieser Studie mit dem antioxidativen Status
von Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.
Um den antioxidativen Status aller Studienteilnehmer beurteilen zu ko¨nnen wurden fol-
gende Parameter analysiert: Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin K, ausgewa¨hlte
Carotinoide, Glutathion und Ubichinon 50. Somit wurden sowohl Plasmakonzentrationen
endogen synthetisierter Antioxidantien (Glutathion, Ubichinon 50), als auch exogen, mit
der Nahrung zugefu¨hrter Antioxidantien (Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin K,
Carotinoide) in die Bewertung des Status miteinbezogen.
2 Literaturu¨bersicht
2.1 Die Physiologie und Pathophysiologie von Bilirubin
Da Literatur zum Thema Physiologie und Pathophysiologie der Gallenfarbstoffe, als auch
zur Thematik des oxidativen Stresses und den Abwehrmechanismen des menschlichen
Organismus bereits in mannigfacher Ausfu¨hrung vorliegt, wird im Folgenden lediglich
auf die, zum Versta¨ndnis relevanten Themengebiete eingegangen. So kann die zu Grunde
liegende Literatur ausfu¨hrlich und umfassend in anderen Arbeiten, Bu¨chern und Studien,
wovon einige in der Referenzliste dieser Arbeit zu finden sind, nachgelesen werden.
2.1.1 Synthese von Bilirubin - biochemische Grundlagen
Bilirubin entsteht als Produkt beim Abbau des Blutfarbstoffes Ha¨moglobin im retiku-
loendothelialen System und wird nach Konjugation in der Leber mit der Galle ausge-
schieden (siehe Abbildung 1). Es za¨hlt somit zu den Gallenfarbstoffen [Roy-Chowdhury
et al., 2006; Darimont und Kullak-Ublick, 2008].
Im menschlichen Organismus werden ta¨glich in etwa 250 - 400 mg Bilirubin gebildet
[Stocker et al., 1987a; Stocker, 2004; Roy-Chowdhury et al., 2006].
80% des Bilirubins werden durch den Abbau alternder Erythrozyten gebildet, der Rest
entsteht einerseits infolge ineffektiver Erythropoese und andererseits durch Degradierung
von Ha¨menzymen und anderen Ha¨mproteinen, wie Myoglobin oder Cytochrom P-450
[Iyanagi et al., 1998; Darimont und Kullak-Ublick, 2008].
Ha¨moglobin besteht aus 4 Tetrapyrrolringen, welche durch Methinbru¨cken verbunden
sind und u¨ber 4 Stickstoffatome der Pyrrolringe ein zweiwertiges Eisenion als Komplex
gebunden haben. Ha¨m, welches zur Klasse der Porphyrine za¨hlt, bildet dabei die prostheti-
sche Gruppe, welche mit einer Proteinkette, dem Globin, verbunden ist [Roy-Chowdhury
et al., 2006].
4Abbildung (1) Abbau des Ha¨ms (Eisenprotoporphyrin IX) zu Bilirubin und dessen
Konjugation mit Glucuronsa¨ure (M = Methylgruppe, V = Vinylgruppe
und P = Propionat) – modifiziert nach Ryter und Tyrell [2000]
Wie in Abbildung 1 gezeigt katalysiert den ersten Abbauschritt des Ha¨ms (Ferriproto-
porphyrin IX) die Ha¨m-Oxigenase, genau genommen die Ha¨m-Oxigenase 1 [Dore´ et al.,
1999] mit Hilfe eines reduzierenden Cofaktors, wie NADPH oder FAD und Sauerstoff.
Dabei wird nach Abbinden des Globins die α-Methinbru¨cke gespalten und das Kohlen-
stoffatom als Kohlenstoffmonoxid (CO) abgelo¨st. Dabei entsteht zuna¨chst ein Biliverdin-
Eisenkomplex (Ferribiliverdin IXα), welcher in einer weiteren NADPH-abha¨ngigen Re-
duktion das Eisenatom freisetzt [Ryter und Tyrell, 2000]. Das so entstandene Biliverdin
IXα wird schließlich mittels der Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin IXα (das vorherr-
schende Isomer bei Erwachsenen) reduziert. Bei dieser zweiten enzymkatalysierten Re-
5aktion dient entweder NADH oder NADPH als Elektronendonator [Iyanagi et al., 1998;
Roy-Chowdhury et al., 2006].
Die reduzierenden Cofaktoren werden mit Hilfe der Cytochrom P450 Reduktase bereit-
gestellt [Ryter und Tyrell, 2000].
Somit wird wasserunlo¨sliches indirektes (unkonjugiertes) Bilirubin gebildet, ein Anion,
welches nach Freisetzen aus Milz, Leber oder Knochenmark im Blutplasma reversibel
an Albumin gebunden wird, was den Transport im Blut ermo¨glicht [Brodersen, 1979;
Darimont und Kullak-Ublick, 2008], und ein Passieren der Blut-Hirnschranke verhindert
[Roy-Chowdhury et al., 2006].
Die Aufnahme in Hepatozyten erfolgt, nachdem es im sinusoidalen Raum von seinem
Tra¨ger abdiffundiert [Halliwell und Gutteridge, 2007], mittels spontaner Diffusion durch
die Lipiddoppelschicht der Zellmembran, selten auch via eines Carriers [Zucker et al.,
1999].
In den Hepatozyten selbst kann eine Bindung von Bilirubin an das Z-Protein und Ligandin
(Glutathione-S-Transferase) erfolgen, welche Bilirubin im Cytoplasma zum Endoplasma-
tischen Retikulum transportieren. An diesem erfolgt in weiterer Folge eine Umwandlung
des Bilirubins mit Hilfe der Uridin-Diphosphat-Glucuronyltransferasen (UGTs) zum was-
serlo¨slichen direktem Bilirubinmono- oder diglukuronid mittels Konjugation mit Glucu-
ronsa¨ure, Glucose, Xylose [Brodersen, 1979] oder Wasserstoff [Ryter und Tyrell, 2000]
(siehe Abbildung 1).
Bilirubin ist fast ausschließlich Substrat der UDP-Glucuronosyltransferase 1A1, weist
aber daneben geringe Affinita¨t zur Isoform UGT1A4 auf [Iyanagi et al., 1998].
Das Glucuronid wird in die Gallenkana¨le sezerniert und kann abschließend mit Hilfe eines
ATP-abha¨ngigen Anionentransporters [Iyanagi et al., 1998] in die Galle ausgeschieden
werden, wo es im Gastrointestinaltrakt von der Mikroflora zu Urobilinogen und Urobilin
umgewandelt und schließlich zu etwa 85% mit dem Stuhl ausgeschieden wird. 15% wer-
den im Darm wieder deglukuroniert, resorbiert und enterohepatisch rezirkuliert [Stocker
und Ames, 1987; Zucker et al., 1999; Darimont und Kullak-Ublick, 2008].
62.1.2 Bioverfu¨gbarkeit und Regulation der Bilirubinkonzentration
Die physiologische Plasmakonzentration an Bilirubin liegt durchschnittlich zwischen 5–
17 µmol/L [Brodersen, 1979].
Jedoch gibt es sowohl geschlechtsspezifische, als auch altersgebundene Unterschiede,
insofern, als dass Ma¨nner ho¨here Serumbilirubinkonzentrationen aufweisen und glei-
chermaßen Personen etwa ab dem achtzehnten Lebensjahr. A¨hliche Ergebnisse konnten
fu¨r weiße Bevo¨lkerungsgruppen im Vergleich zu dunkelha¨utigen gefunden werden. Das
heißt, dass letztgenannte niedrigere Levels an Serumbilirubin zeigen [Madhavan et al.,
1997].
Bei einem physiologischen pH-Wert von 7,35-7,45 ist unkonjugiertes Bilirubin, als auch
der Vorga¨nger Biliverdin, nicht wasserlo¨slich, wie auch unlso¨slich in polaren Lo¨sungsmit-
teln [Brodersen, 1979; Iyanagi et al., 1998; Zucker et al., 1999]. Diese Eigenschaft ist auf
die intramolekularen Wasserstoffbru¨cken zuru¨ck zu fu¨hren, welche ferner die feste Bin-
dung an sein Transportprotein Albumin bewirken [Brodersen, 1979; Iyanagi et al., 1998].
Zudem sind Bilirubin und Biliverdin a¨ußerst stabile Moleku¨le [Bulmer et al., 2008a].
Die Konzentration von Bilirubin im Serum wird durch drei Enzyme beziehungsweise
Enzymklassen, na¨mlich die Ha¨m-Oxygenasen, die Biliverdin-Reduktase und die UDP-
Glucuronyltransferase (UGT) 1A1 im Wesentlichen geregelt [Ryter und Tyrell, 2000].
2.1.3 Pathophysiologie des Bilirubinstoffwechsels
Erkrankungen des Bilirubinstoffwechsels und der Gallebildung ko¨nnen entweder durch
Sto¨rungen der Bilirubinkonjugation, Sto¨rungen der Bilirubinausscheidung oder aufgrund
heredita¨rer Erkrankungen des Gallensa¨urenstoffwechsels und -transports auftreten [Dari-
mont und Kullak-Ublick, 2008].
Da es bei diesen Sto¨rungen zur Beeintra¨chtigung der an der Bilirubinverstoffwechselung
beteiligten Transportproteine und Enzyme kommt, entsteht als dessen Leitsymptom eine
Hyperbilirubina¨mie [Darimont und Kullak-Ublick, 2008].
Bei heredita¨ren Erkrankungen wird zwischen jenen mit erho¨htem indirektem (unkon-
jugiertem) Bilirubin als Hauptsymptom, zu denen auch Morbus Gilbert-Meulengracht
7geza¨hlt wird, und konjugierten Hyperbilirubina¨mien, welche mit erho¨htem direktem Bi-
lirubin einhergehen, unterschieden [Darimont und Kullak-Ublick, 2008].
2.1.3.1 Morbus Gilbert-Meulengracht
Morbus Gilbert-Meulengracht, oder kurz Gilbert’s Syndrom, geho¨rt, wie bereits zuvor
erwa¨hnt zu den unkonjugierten Hyperbilirubiena¨mien. Diese Syndrome zeichnen sich
durch eine Sto¨rung der Glukuronidierungsaktivita¨t durch eine um bis zu 70% vermin-
derte Funktion des Enzyms UDP-Glucuronyltransferase 1A1 aus [Darimont und Kullak-
Ublick, 2008].
Beim Gilbert’s Syndrom kommt es, aufgrund einer homozygoten Mutation der TATAA-
Promotorregion der UGT1A1-Gens zu einer Vermehrung der Anzahl der TA-Repeats in
der TATA-Box von 6 auf 7, sodass hier ein Heptamer mit der Sequenz A(TA)7TAA vor-
liegt. Infolge dessen tritt eine verminderte Expression dieses Enzyms mit ensprechender
Verminderung der hepatischen Glukuronidierungsaktivita¨t auf [Hunt et al., 2001; Dari-
mont und Kullak-Ublick, 2008].
Dieses Gen mit der Mutation fu¨r die TATAA-Promotorregion wurde schließlich als Haplo-
typ UGT1A1*28 bezeichnet [Roy-Chowdhury et al., 2006; Schwertner und Vı´tek, 2008]
und wird autosomal rezessiv vererbt [Iyanagi et al., 1998].
Abbildung (2) La¨nge der TATAA-Promotorregion des UGT1A1-Gens - ohne
Mutation (links) und bei Gilbert’s Syndrom (rechts) – modifiziert nach
Bosma et al. [1995]
8Zua¨tzlich zu dieser homozygoten Mutation gibt es eine zweite genetische Variation, na¨m-
lich eine heterozygot vererbarere Punktmutation, welche das Gilbert’s Syndrom verur-
sacht [Aono et al., 1995]. Diese wird autosomal dominant vererbt [Iyanagi et al., 1998].
Die Pra¨valenz von Morbus Gilbert-Meulengracht liegt Scha¨tzungen zufolge zwischen 2
und 12% [Bosma et al., 1995] und tritt bei Ma¨nnern ha¨ufiger auf, als bei Frauen. [Dari-
mont und Kullak-Ublick, 2008; Libby, 2012].
Dieses doch relativ verbreitete Syndrom wurde erstmals 1901 von Gilbert und Lereboul-
let beschrieben und 1920 beziehungsweise 1939 von Meulengracht als eine Stoffwech-
selsto¨rung, welche durch chronisch leicht erho¨hte Konzentrationen an unkonjugiertem
Bilirubin im Serum charakterisiert ist, beschrieben [Gilbert und Lereboullet, 1901; Meu-
lengracht, 1939].
Morbus Gilbert-Meulengracht zeichnet sich demnach durch erho¨hte Level an unkonju-
giertem Bilirubin im Serum, bei gleichzeitig normalen Konzentrationen von konjugier-
tem Bilirubin aus. Weiters ist er durch Abwesenheit einer Lebererkrankung oder anderen
Ursache, wie beispielsweise starke Ha¨molsye infolge großer Ha¨matome, charakterisiert
[Owens und Sherlock, 1973].
Klinisch manifest wird diese Erkrankung meist im jungen Erwachsenenalter, da sich im
Alter von etwa 18 Jahren die Bilirubinkonzentrationen stabilisieren und es bei Ma¨nnern
durch eine gesteigerte Testosteronausschu¨ttung zu einer Verminderung der UGT-Aktivita¨t
und somit zu erho¨hten Plasmabilirubinkonzentrationen kommt [Muraca und Fevery, 1984;
Madhavan et al., 1997].
Weiters induzieren Vorga¨nge, wie ko¨rperlicher Stress, exzessiver Alkoholkonsum, febrile
Infekte, bestimmte Medikamente und Fasten (das heißt eine Kalorienreduktion auf 400
kcal pro Tag fu¨r 72 Stunden [Lundh et al., 1972; Owens und Sherlock, 1973; Bensin-
ger et al., 1973; Gollan et al., 1976]) die Ha¨moxygenase, was wiederum zu einer milden
nichtha¨molytischen Hyperbilirubina¨mie fu¨hren kann.
Im Fall des Fastens kann es zu einem zwei- bis dreifachen Anstieg der Plasmabiliru-
binkonzentration (unkonjugiert) im Vergleich zu Normwerten innerhalb von ein bis vier
Stunden kommen, bei gleichzeitig unvera¨nderten Werten von konjugiertem Bilirubin
9[Lundh et al., 1972; Owens und Sherlock, 1973; Bensinger et al., 1973].
Personen mit Morbus Gilbert-Meulengracht weisen zumeist eine Konzentration an Ge-
samtbilirubin im Blut von mehr als 20,50 µmol/L (bis zu 60 µmol/L [Iyanagi et al.,
1998]) mit u¨berwiegendem Anteil an unkonjugiertem Bilirubin (≥17,10 µmol/L) auf.
2.1.3.2 Weitere Hyperbilirubina¨mien
Neben Morbus Gilbert-Meulengracht findet man eine Reihe anderer angeborener, desglei-
chen erworbener Hyperbilirubina¨mien, wie der pra¨hepatische oder der intrahepatische
Ikterus, oder der zuvor angesprochene Neugeborenenikterus, als auch das sogenannte
Crigler-Najjar-Syndrom, das Rotor-Syndrom oder die eher selten auftretende Erkrankung
Dubin-Johnson. Aus Mangel an Relevanz fu¨r die vorliegende Arbeit wird im Folgenden
nicht na¨her auf diese anderen Sto¨rungen des Bilirubin-Metabolismus eingegangen.
2.2 Oxidativer Stress
2.2.1 Was ist oxidativer Stress
Nach Helmut Sies, welcher diesen Begriff im deutschsprachigem Raum eingefu¨hrt hat, re-
sultiert ”Oxidativer Stress“ aus einem Ungleichgewicht zwischen prooxidativen Vorga¨ngen
und antioxidativen Abwehrmachanismen im Organismus, sodass erstere u¨berwiegen [Sto-
cker und Keaney jr., 2004].
Unter pathologischen Bedingungen kann es entweder zu einer U¨berproduktion von re-
aktiven Verbindungen kommen, wodurch oxidative Stressreaktionen stattfinden ko¨nnen
[Rizzo et al., 2010]. Oder es sind zu wenig Antioxidantien vorhanden, beziehungsweise
die Anzahl ihrer bereits verbrauchten, sprich oxidierten Formen u¨berwiegt, sodass oxida-
tive Scha¨den ermo¨glicht werden [Stocker und Keaney jr., 2004].
Solche Vorga¨nge liegen einer Vielzahl von Erkrankungen zu Grunde.
Freie Radikale ko¨nnen oxidative Stressreaktionen induzieren. Sie sind Atome oder Mo-
leku¨le, die mindestens ein ungepaartes Elektron aufweisen und somit sehr reaktionsfreu-
10
dig sind – sie sind bestrebt, einem anderen Moleku¨l oder Atom Elektronen zu entreißen.
[Stephens et al., 2009].
Sie werden in Zellen aller Organismen als Nebenprodukte des Metabolismus gebildet.
Da Sauerstoff ubiquita¨r in biologischen Systemen vorkommt, stellt er die gro¨ßte Quelle
fu¨r Radikale dar. So entstehen aus Sauerstoff die sogenannten Reactive Oxygen Species,
Radikale beziehungsweise reaktionsfreudige Moleku¨le, in denen das ungepaarte Elektron
am Sauerstoffatom gebunden ist [Stephens et al., 2009]. Hauptentstehungsort sind die
Mitochondrien, wo 1 bis 2% des dort umgesetzten Sauerstoffs nicht vollsta¨ndig zu Was-
ser, sondern zu Superoxidanionen reduziert werden [Stocker und Keaney jr., 2004].
Daneben gibt es Radikale, die sich von Stickstoff-ha¨ltigen, von Chlor-ha¨ltigen, von Brom-
ha¨ltigen oder von Schwefelverbindungen ableiten (siehe Tabelle 2.2.1) [Rizzo et al., 2010].
Außerdem zeigen nicht nur Moleku¨le mit ungepaarten Elektronen eine hohe Reaktivita¨t.
Diese Eigenschaft ko¨nnen bestimmte nicht-radikalische Substanzen gleichfalls aufweisen
[Halliwell und Gutteridge, 2007].
Biologisch relevante Radikale sowie nicht-radikalische Verbindungen sind das Superoxi-
danion (O•−2 ), das Hydroxylanion (OH
•), Stickstoffmonoxid (NO•), sowie das Carbona-
tradikal (CO•−3 ), Peroxynitrit (ONOO
−), Wasserstoffperoxid (H2O2), Singulettsauerstoff
(O2 1) als auch Ozon (O3) [Halliwell und Gutteridge, 2007; Stephens et al., 2009].
Die folgenende Tabelle 2.2.1 gibt eine U¨bersicht der Nomenklatur an reaktiven Substan-
zen und einen Auszug deren wichtigster Vertreter.
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Die Bildung freier Radikale dient im Organismus jedoch der Immunabwehr. Denn Leu-
kozyten sowie Makrophagen, Monozyten, neutrophile und eosinophile Granulozyten pro-
duzieren im Zuge der zellula¨ren Immunantwort in einem, als ”respiratory burst“ bezeich-
neten Prozess freie Radikale, die dank ihrer bakteriziden Effekte Bakterien und andere
Fremdstoffe inaktivieren [Halliwell und Gutteridge, 1984].
Zudem u¨ben radikalische Verbindungen anhand der Vermittlung der Apoptose erhebli-
chen Einfluss auf die ko¨rpereigene Tumorsuppression aus.
2.2.1.1 Auf welche Weise ko¨nnen Radikale reagieren?
Im Falle dass zwei Radikale aufeinander treffen, wird u¨ber die beiden ungepaarten Elek-
tronen eine kovalente Bindung eingegangen und es ensteht, im einfachsten Fall, ein zwei-
atomiges Produkt. Beispiel:
H•+H•→ H2
In Bezug auf biologische Systeme ist es meist so, dass anhand der prooxidativen Vorga¨nge
im Ko¨rper Makromoleku¨le, wie Nukleinsa¨uren, Proteine, Kohlenhydrate und vor allem
ungesa¨ttigte Fettsa¨uren angegriffen und in ihrer Struktur vera¨ndert werden, was in wei-
terer Folge zum Verlust ihrer urspru¨nglichen Funktionen fu¨hrt. Dergleichen ko¨nnen auch
Antioxidantien und Cofaktoren diverser Enzyme Ziel eines radikalischen Angriffs sein.
[Stocker und Keaney jr., 2004; Halliwell und Gutteridge, 2007].
Dies kann grundsa¨tzlich auf vier unterschiedliche Arten auftreten:
1. Das freie Radikal reagiert mit einem Moleku¨l, sodass das Produkt weiterhin das
ungepaarte Elekton tra¨gt:
X•+Y→ [X–Y]•
2. Ein Radikal gibt im Verlauf einer Reduktionsreaktion sein freies Elektron an seinen
Reaktionspartner ab:
X•+Y→ X++Y•−
3. Ein Radikal reagiert mit einem Moleku¨l so, dass es dieses oxidiert. Das heißt es
nimmt ein Elektron von seinem Reaktionspartner auf, wodurch dieser ein ungepaartes
13
Elektron erha¨lt:
X+Y•→ X•++Y−
4. Radikale ko¨nnen aber auch von ihrem jeweiligen Reaktionspartner ein Wasserstof-
fatom mit einem freien Elektron, meist aus C–H-Bindungen, abspalten. Daraus er-
gibt sich ein Reaktionsprodukt mit ebenfalls einem ungepaartem Elektron:
X+Y•→ X•+Y
2.2.2 Biologische Bedeutung von oxidativem Stress
Abbildung (3) Ursachen und Folgen von oxidativem Stress – modifiziert nach Stephens
et al. [2009]
Der Organismus ist reaktiven Agenzien ausgesetzt, die unterschielicher Herkunft sind,
zum Beispiel aus Stoffwechselprozessen bei Diabetes mellitus oder Bluthochdruck, durch
Entzu¨ndungsreaktione oder auch durch Tabakrauch (siehe Abbildung 3).
Es ko¨nnen zuna¨chst Epoxide, Aldehyde und Peroxide entstehen, welche unter Einfluss
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bestimmter Faktoren, etwa freien Metallionen wie Kupfer- oder Eisenionen zu Radikalen
beziehungsweise reaktiven Verbindungen (meist ROS) weiterreagieren. Die Auswirkun-
gen von reaktiven Verbindungen auf den menschlichen Organismus sind sehr divergent
(siehe Abbildung 3).
Es entstehen oxidative Scha¨den an der DNA, wie Strangbru¨che und Modifikationen an
Basen und Nucleotiden, woraus in weiterer Folge die Aktivierung des Cytochrom p53-
Systems und Hemmung des Zellwachstums [Rizzo et al., 2010] oder eine abweichende
Genexpression [Stephens et al., 2009] resultiert.
Infolge der Oxidation von Aminosa¨ureresten entstehen Proteinaggregate und Protein-
fragemente, was zum Funktionsverlust und der Deaktivierung von Enzymen sowie zur
Sto¨rung von Signaltransduktionswegen fu¨hrt. Diese Vera¨nderungen ko¨nnen die Expres-
sion von Adha¨sionsmoleku¨len, das Wachstum von glatten Gefa¨ßmuskelzellen oder die
Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen (MMP) induzieren (siehe Abbildung 3).
Weiters kann durch Bindung an Sulfhydrylgruppen einiger Enzyme deren Funktion be-
eintra¨chtigt werden und es ko¨nnen die Strukturen des Zytoskelettes gescha¨digt werden.
Durch Oxidationsreaktionen von Kohlenhydraten mit Proteinen entstehen sogenannte ”Ad-
vanced Glycation End-products“, reaktionsfreudige Zuckermoleku¨le, die eine Reihe pa-
thologischer Effekte ausu¨ben ko¨nnen. Dazu za¨hlen die Steigerung der Gefa¨ßpermeabilita¨t,
die Oxidation von Low Density Lipoproteinpartikeln und die Eigenschaft, oxidative Stress-
reaktionen zu begu¨nstigen [Kalousova´ et al., 2005].
Die Oxidation durch freie Radikale verursacht zudem nicht nur den Abbau von Fettsa¨uren
und deren Ester in Lebensmitteln, sondern auch in biologischen Membranen und Lipo-
proteinen (siehe Abbildung 3) und spielt somit eine entscheidende Rolle in einer Viel-
zahl von pathologischen Ereignissen. Dabei wird vorwiegend an den Doppelbindungen
der Fettsa¨uren ein Elektron abgebunden, woraufhin an diesen Stellen molekularer Sau-
erstoff addiert wird. Es entstehen Peroxylradikale, welche wiederum einer benachbarten
ungesa¨ttigten Fettsa¨ure ein Elektron entziehen ko¨nnen. Dieser Vorgang setzt sich in einer
Kettenreaktion fort, wodurch eine immer gro¨ßer werdende Anzahl an Radikalen entsteht
[Rizzo et al., 2010].
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Nicht-radikalische Zwischenprodukte der Lipidperoxidation, die Lipidhydroperoxide, wir-
ken cytotoxisch und auch sie ko¨nnen weiter zu Radikalen abgebaut werden und auf diese
Weise eine Radikalkettenreaktion propagieren.
Aufgrund dieser Effekte wird insbesondere die Oxidation von LDL-Partikeln mit der Ent-
stehung einer Reihe von Erkrankungen assoziert, wie etwa Arthritis, Demenz und ande-
re neurologischen Sto¨rungen. Bei der Enstehung von Krebserkrankungen [Halliwell und
Gutteridge, 1984] und der Alterung des Menschen spielt oxidativer Stress gleichfalls eine
erhebliche Rolle (siehe Abbildung 3) [Stephens et al., 2009; Rizzo et al., 2010].
Eine Imbalance zwischen pro- und anitoxidativen Vorga¨ngen ensteht zudem auch bei Dia-
betes mellitus, Hypercholesterina¨mie, Bluthochdruck, sowie der Dysfunktion der Nieren.
Es kommt unter diesen Bedingungen ebenso zu einer erho¨hten Plasmakonzentration an
oxidierten LDL-Partikeln, was mit der Entstehung von kardiovakula¨ren Erkrankungen in
Verbindung gebracht wird [Stephens et al., 2009].
Zusa¨tzlich verursachen oxidierte Lipoproteine Scha¨den an Endothelzellen, wirken che-
motaktisch auf Leukozyten und werden schließlich von Makrophagen im Zuge der zel-
lula¨ren Immunantwort endozytiert. Diese Prozesse bedingen jedoch weiters die Bildung
sogenannter Schaumzellen, die Prolifertion glatter Muskelzellen und die Erho¨hung der
Permeabilita¨t von Gefa¨ßen, Reaktionen, welche maßgeblich an der Entstehung der Athe-
rosklerose beteiligt sind [Stocker und Keaney jr., 2004; Rizzo et al., 2010].
Zudem ko¨nnen verschiedene Spezies reaktiver Verbindungen miteinander wechselwir-
ken. So ko¨nnen reaktive Stickstoff-Spezies mit reaktiven Schwefelverbindungen derart
interagieren, dass es zu einer intrazellula¨ren Zunahme von S-Nitroso-Verbindungen und
einer Abnahme an Thiolen kommt. Solche Reaktionen sind gleichfalls an vaskula¨ren
Vera¨nderungen beteiligt [Stocker und Keaney jr., 2004].
2.2.3 Biologische Bedeutung von Antioxidantien
Aufgrund dieser verschiedenen Wirkungsweisen und Wirkorte von oxidativem Stress (sie-
he Kapitel 2.2.1) ist der menschliche Ko¨per mit einer Reihe von Abwehrmechanismen
ausgestattet und hat zudem ein a¨ußerst komplexes Schutzsystem entwickelt, in dem ver-
schiedenste antoxidantiv wirksame Verbindungen zusammenarbeiten.
16
So haben die Autoren Halliwell und Gutteridge im Jahr 1984 den Begriff ”Antioxidatien“
folgendermaßen definiert: ”Jede Substanz, die in vergleichsweise niedrigen Konzentra-
tionen signifikant die Oxidation eines beliebigen Substrates verhindert oder einschra¨nkt“
[Halliwell und Gutteridge, 2007].
Es interagieren also sehr unterschiedliche Verbindungen, wie Vitamine (A, B1, B2, B6,
B12, C und E), Enzyme, wie die mitochondriale Superoxiddismutase, die Glutathion-
Peroxidase (Mitochondrien), die Glutathion-S-Transferase (Zytoplasma) oder die Kata-
lase (Peroxisomen), Spurenelemente (Kupfer, Zink, Selen), mitochondriale Proteine und
zusa¨tzlich exogen, mit der Nahrung aufgenommene Verbindungen, etwa Flavonoide, To-
copherole oder Carotinoide miteinander [Stephens et al., 2009].
Um ada¨quat auf oxidativen Stress reagieren zu ko¨nnen (siehe Abbildung 4), treten Anti-
oxidantien in unterschiedlichen Formen in Erscheinung. So ko¨nnen sie divergente Eigen-
schaften aufweisen, je nachdem, ob sie endogenen oder exogenen Ursprungs beziehungs-
weise ob sie hydrophilen oder hydrophoben Charakters sind. Hierbei sollen die hydrophi-
len Vertreter das Cytoplasma jeder Zelle, sowie das Blutplasma vor Oxidation schu¨tzen,
wohingegen hydrophobe Antioxidantien vorwiegend die Lipidperoxidation in den Zell-
membranen inhibieren [Sies, 1997].
Prinzipiell wirken Antioxidantien anhand vier unterschiedlicher Mechanismen [Rizzo
et al., 2010]:
1. Bindung von Metallionen in Form von Komplexen
2. ”Scavengen“ oder ”Quenchen“ freier Radikale sowie anderer reaktiver Verbindun-
gen
3. Unterbrechung von Radikalkettenreaktionen
4. Reperatur von bescha¨digten Strukturen an Moleku¨len
17
Abbildung (4) zeigt in welche Reaktionen Antioxidantien eingreifen ko¨nnen und auf
welche Weise sie reagieren – modifiziert nach Rizzo et al. [2010]
18
2.3 Das antioxidative Potezial von Bilirubin, Biliverdin und
ihrer Enzyme
Spa¨testens seit diverser Arbeiten der Autoren Stocker, Ames oder Neuzˇil wurden sowohl
von Bilirubin, als auch von seiner wasserlo¨slichen Vorstufe dem Biliverdin, wie auch von
den, an der Regulation des Bilirubin-Metabolismus beteiligten Enzyme protektive Wir-
kungen auf den menschlichen Organismus proklamiert, womit ihnen eine antioxidative
Kapazita¨t zugesprochen wurde.
2.3.1 Wirkungsmechanismen von Bilirubin
Bilirubin kann im menschlichen Organismus in drei unterschiedlichen, chemischen For-
men, na¨mlich, frei im Blutplasma zirkulierend, an sein Transportprotein Albumin gebun-
den oder an ein hydrophiles Moleku¨l konjugiert auftreten, welche verschiedene antioxi-
dative Wirkungen ausu¨ben [Stocker, 2004].
Der Vollsta¨ndikeit halber wird in diesem Kapitel auf die Wirkungen aller drei Formen
eingegangen, wobei erwa¨hnt werden sollte, dass im Besonderen die Effekte des unkonju-
gierten Bilirubins thematisch behandelt werden.
Folgende Tabelle soll eine U¨bersicht u¨ber die bedeutensten Eigenschaften der Gallenfarb-
stoffe bieten (siehe Tabelle 2.3.1):
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2.3.1.1 Konjugiertes Bilirubin
Konjugiertes Bilirubin wirkt durch Unterbrechung von Radikalkettenreaktionen, weniger
mittels direktem ”Scavenging“ von Radikalen antioxidativ [Neuzˇil und Stocker, 1993].
Des Weiteren vermag Bilirubin, anhand seines Systems an konjugierten Doppelbindun-
gen und dem reaktiven, leicht abzugebenden Wasserstoffatom ungesa¨ttigte, langketti-
ge Fettsa¨uren, sowie Vitamin A vor oxidativer Scha¨digung im Gastrointestinaltrakt zu
schu¨tzen [Vı´tek und Schwertner, 2007].
Dadurch ko¨nnen die Zersto¨rung der Intestinalschleimhaut verhindert und eventuell mit
der Nahrung aufgenommene Kanzerogene neutralisiert werden.
Die Lipidperoxidation betreffend, wirkt Bilirubin synergistisch mit α-Tocopherol anti-
oxidativ, sodass oxidiertes Vitamin E schneller regeneriert werden kann [Stocker, 2004].
Aber auch die metabolische Vorstufe von Bilirubin, Biliverdin kann in mikromolaren
Konzentrationsbereichen die Bildung von beispielsweise Linolsa¨ure-Hydroperoxiden un-
terbinden [Stocker et al., 1987b].
Somit kann Bilirubin als endogen synthetisiertes Antioxidans sowohl Lipide, als auch
Plasmaproteine vor oxidativen Scha¨digungen schu¨tzen [Stocker et al., 1987b; Neuzˇil und
Stocker, 1993].
Zusa¨tzlich konnte von Arriaga et al. gezeigt werden, dass sowohl unkonjugiertes Bilirubin
sowie Bilirubin-Monoglucuronid und Biliverdin antikomplementa¨re Effekte zeigen [Ar-
riaga et al., 1999].
2.3.1.2 Albumin-gebundenes Bilirubin
Bilirubin, an Albumin gebunden, kann die von Peroxylradikalen induzierte Oxidation von
Albumin-gebundenen Fettsa¨uren, als auch von Albumin selbst inhibieren und die Bildung
von Protein-Carbonylverbindungen unterbinden [Stocker und Ames, 1987; Stocker et al.,
1987a].
Dieser Effekt kann zudem durch Synergismus mit membrangebundenen α-Tocopherol
versta¨rkt werden [Neuzˇil und Stocker, 1993], nach beinahe vollsta¨ndiger Oxidation der
im Blutplasma enthaltenen Ascorbinsa¨ure [Hunt et al., 2001].
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So konnte weiters gezeigt werden, dass Albumin-gebundenes Bilirubin anhand dieser Me-
chanismen besonders Herzmuskelzellen vor ROS schu¨tzen kann [Wu et al., 1991b; Neuzˇil
und Stocker, 1993]. Ferner wurde anhand experimenteller Studien festgestellt, dass Bili-
verdin und Albumin-gebundenes Bilirubin Hepatozyten von Ratten sowie humane Ery-
throzyten vor oxidativer Scha¨digung bewahren [Wu et al., 1991a].
Zudem zeigt Bilirubin speziell gegenu¨ber photooxidativen Scha¨digungen von Aminosa¨u-
ren des Albumins protektive Effekte indem es das Abspalten von Resten verhindert und
dadurch auch ihren oxidativen Abbau [Neuzˇil und Stocker, 1993].
2.3.1.3 Unkonjugiertes Bilirubin
Demnach ist unkonjugiertes Bilirubin ein a¨ußerst effektiver Radikalfa¨nger, besonders von
Singulett-Sauerstoff und kann durch Reaktion mit Superoxidradikalanionen und Peroxyl-
radikalen in Liposomen und Zellembranen die Oxidation von Fettsa¨uren und daraus resul-
tierende Radikalkettenreaktionen unterbrechen [Stocker und Ames, 1987; Stocker et al.,
1987b].
Dies geschieht zum Einen durch Abgabe eines Wasserstoffatoms aus dem Tetrapyrrol-
ring, wordurch es selbst zu einem Radikal oxidiert wird [Stocker et al., 1987a]. Dieses
entstandene Kohlenstoffradikal ist jedoch durch Resonanz-Stabilisierung eher reaktions-
tra¨ge und fu¨hrt so eine Radikalkettenreaktion nicht fort – sie wird abgebrochen [Stocker
et al., 1987b].
Zum Anderen wirkt Bilirubin u¨ber direkte Addition an das Radikalion reaktions-inhi-
bierend, wodurch ein nicht-radikalischer Komplex gebildet wird [Stocker et al., 1987a,b]
und ist dadurch in lipophilen Umgebungen mindestens ein ebenso effektives Antioxidans
wie α-Tocopherol [Stocker und Ames, 1987]. Wu et al. konnten schließlich demonstrie-
ren, dass unkonjugiertes Bilirubin ein 20fach sta¨rkeres Oxidationsmittel als Trolox, ein
Vitamin E-Analog, ist [Wu et al., 1994]. Dieses Ergebnis konnte in anderen Arbeiten
besta¨tigt und zudem auch Biliverdin zugesprochen werden [Vı´tek und Schwertner, 2007].
Daru¨ber hinaus kann unkonjugiertes Bilirubin speziell zu Beginn die Oxidation von LDL-
Partikeln und die Bildung von Hydroperoxiden unterbinden. So entsteht eine geringere
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Konzentration an α-Tocopherylradikalen [Neuzˇil und Stocker, 1994].
U¨berdies fungiert unkonjugiertes Bilirubin als Substrat fu¨r Peroxidasen bei Anwesenheit
von Hydrogenperoxiden oder organischen Hydroperoxiden, was wiederum einer Ketten-
fortpflanzung entgegen wirkt [Stocker und Ames, 1987].
Bilirubin, dessen Bildung von der Ha¨m-Oxigenase-1 katalysiert wird, ist ein a¨ußerst effi-
zienter ”Scavenger“ von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen [Jansen et al.,
2010]. Bilirubin kann dadurch Dysfunktionen, etwa eine unzureichende Wiederherstel-
lung der Durchblutung beispielsweise von Herzkranzgefa¨ßen nach vorangegangen is-
cha¨mischen Ereignissen abschwa¨chen [Clark et al., 2000b] und glatte Muskelzellen vor
oxidativen Scha¨digungen schu¨tzen [Clark et al., 2000a].
Zusa¨tzlich u¨bt Bilirubin bereits in physiologischen Konzentrationsbereichen cytoprotek-
tive Effekte aus. Dies geschieht zum Einen u¨ber Verminderung der Expression von Ent-
zu¨ndungsmediatoren (TNF-α und Stickstoffmonoxid), was zu einer Abschwa¨chung loka-
ler Gewebescha¨den fu¨hrt, und zum Anderen bewirkt Bilirubin eine Steigerung der Eico-
sanoidsynthese bei Anwesenheit von Lipopolysacchariden [Wang et al., 2004].
Bei diesen Reaktionen, vor allem mit Peroxyl-Radikalen, wird entweder ein Teil des Bi-
lirubins selbst oxidiert und es entsteht Biliverdin [Stocker et al., 1987a], welches u¨ber die
Biliverdin-Reduktase recycliert werden kann (siehe unter Punkt 2.3.2.2 und 2.3.2.3) [Ba-
rana˜no et al., 2002; Liu et al., 2006] oder es wird der Tetrapyrrolring gespalten, wodurch
farblose Abbauprodukte gebildet werden [Neuzˇil und Stocker, 1993].
Des Weiteren konnte Bilirubin sowohl in ”In-vitro-“ [Willis et al., 1996; Zelenka et al.,
2012] als auch in ”In-vivo“-Studien [Nakagami et al., 1993] antiinflammatorische Wir-
kung nachgewiesen werden. Durch vermehrte Expression der Ha¨m-Oxigenasen konnte in
betroffenen Geweben die Bilirubin-Konzentration erho¨ht und dadurch das Risiko fu¨r blei-
bende Gewebescha¨den, durch schnelleres Abklingen der Entzu¨ndung, minimiert werden
[Mayer, 2000; Bosma et al., 2003].
Diese Wirkung wird weiters durch Unterbinden von Signaltransduktionswegen zwischen
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VCA-Moleku¨len [Keshavan et al., 2005], welche wiederum mit der Pathogenese einer
Vielzahl von Erkrankungen, etwa Arthritis, Atherosklerose und mo¨glicherweise Krebs, in
Verbindung gebracht wird [Vı´tek und Schwertner, 2007], versta¨rkt.
Zusa¨tzlich wurde ein negativer Zusammenhang zwischen Markern chronischer Entzu¨nd-
ungsreaktionen, welche desgleichen an der Atherogenese beteiligt sind, und Serumbi-
lirubin gefunden [Erdo¨gˇan et al., 2006; Vı´tek und Schwertner, 2007], was fernerhin die
proklamierte, antioxidative und entzu¨ndungshemmende Wirkung insbesondere von un-
konjugiertem Bilirubin bezu¨glich der Atherogenese stu¨tzt.
In weiteren Experimentalstudien, allen voran der Autoren Milner und Veˇtvicˇka, konn-
ten immunmodulierende Eigenschaften des Bilirubin nachgewiesen werden [Vı´tek und
Schwertner, 2007].
Bulmer et al. 2007 konnten in weiterer Folge im Ames Salmonella Test zeigen, dass Gal-
lenfarbstoffe, darunter Bilirubin, genotoxische Effekte verschiedener Mutagene in vitro
spezifisch unterbinden.
Demnach u¨bt Bilirubin zusa¨tzlich antimutagene Wirkungen aus, und wirkt daru¨ber hinaus
antiviral sowie antiapoptotsich [Bulmer et al., 2008c].
Untersuchungen in Hinblick auf eine erho¨hte Konzentration an Bilirubin im Blutplasma
zeigten in Versuchen an Gunn-Ratten verminderte oxidative Scha¨digungen, eine geringere
Konzentration an Lipidperoxiden, konjugierten Dienen und Protein-Carbonylverbindungen
[Dennery et al., 1995] sowie Reduktion von vaskula¨ren prooxidativen Vorga¨ngen [O¨llinger
et al., 2005; Pflueger et al., 2005].
In einer aktuellen Expermimentalstudie von Mancuso et al. 2012 konnte sowohl von Bi-
lirubin, als auch von Biliverdin die Schutzwirkung gegenu¨ber Peroxylradikal- und Per-
oxinitrit-induzierter Lipidperoxidation sowie oxidativen Scha¨den an Proteinen in Gehirn-
mikrosomen von Wistarratten besta¨tigt werden. In dieser Studie war ihre Wirkung zudem
ausgepra¨gter, als jene von α-Tocopherol [Mancuso et al., 2012].
In Humanstudien konnte gleichermaßen ein direkter Zusammenhang zwischen Bilirubin-
levels im Serum und der antioxidativen Kapazita¨t festgestellt werden [Frei et al., 1988;
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Be`langer et al., 1997].
Dieser Zusammenhang konnte schließlich auch bei Personen mit Gilbert’s Syndrom be-
sta¨tigt werden [Vı´tek et al., 2002; Hagyma´si et al., 2003](siehe Kapitel 2.4.1).
In einer erst ku¨rzlich pulbizierten Studie von Boon et al. 2012 konnten zudem bei Perso-
nen mit Gilbert’s Syndrom signifikant erho¨hte Konzentrationen an reduzierten Thiolver-
bindungen und Glutathion (GSH) gefunden werden. Zudem war der Status hinsichtlich
oxidativen Stresses in der Gilbert’s Syndrom-Gruppe signifikant besser und stand in ei-
nem positiven Zusammenhang mit den Bilirubinwerten, wohingegen die Konzentration
an Carbonyverbindungen in umgekehrter Beziehung zu den Bilirubinlevels stehen. Die
Konzentration an oxidierten LDL-Partikeln war in der Kontollgruppe singifikant erho¨ht.
Diese Ergebnisse stu¨tzen die These, dass Bilirubin anhand dieser Mechanismen gegen die
Entstehung von Atherosklerose pra¨ventiv wirkt [Boon et al., 2012].
2.3.2 Wirkungsmechanismen anderer Gallenpigmente und Enzyme
Wie bereits in Kapitel 2.3.1 erwa¨hnt ist nicht nur Bilirubin als einziges Gallgenpigment
dazu in der Lage pra¨ventive, anitoxidative Effekte im Organismus auszuu¨ben. Zu diesen
Prozessen und Reaktionen sind sowohl seine metabolische Vorstufe, das Biliverdin (sie-
he Tabelle 2.3.1), als auch die, an der Regulation des Bilirubinstoffwechsels beteiligten
Enzyme sowie metabolische Zwischen- beziehungsweise Nebenprodukte befa¨higt [Kapi-
tulnik und Maines, 2009].
2.3.2.1 Die Ha¨m-Oxigenasen
So ist die Ha¨m-Oxigenase 1, eine der beiden Isoformen, welche in Sa¨ugetierorganismen
zu finden ist (siehe Kapitel 2.1.1), neben freien Ha¨m-Moleku¨len [Jansen et al., 2010]
durch verschiedene andere Faktoren induzierbar. Dazu geho¨ren etwa oxidiertes Ha¨mo-
globin oder Stickstoffmonoxid, sowie cytotoxische Stimuli, wie Hydrogenperoxid und
andere Sauerstoffradikale, Schwermetallionen sowie UV-Strahlen [Clark et al., 2000a;
Vı´tek et al., 2002]. Entsprechend ist unter pathologischen Bedingungen oxidativer Stress
als Hauptursache fu¨r die Aktivierung des Enzyms anzusehen [Cao et al., 2009]. So fu¨hren
besonders oxidierte LDL-Partikel und atherosklerotische La¨sionen zu einer gesteiger-
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ten Expressionsrate der Ha¨m-Oxigenase und folglich des Bilirubins [Clark et al., 2000a;
Abraham und Kappas, 2005].
Zudem reguliert die Ha¨m-Oxigenase 1 vermutlich u¨ber die Induktion der Biliverdinre-
duktase die Bildung von Bilirubin [Vı´tek und Schwertner, 2007], vor allem in Geweben
in denen vermehrt reaktive Verbindungen produziert werden [Barana˜no et al., 2002].
Daru¨ber hinaus zieht ein Freisetzen von Eisenionen, welche beim Abbau von Ha¨mmole-
ku¨len entstehen (siehe Kapitel 2.1.1) eine Steigerung der Ferritinkonzentration nach sich.
Dies fu¨hrt wiederum zu einer gesteigerten Komplexbildung mit freien Eisenionen und
folglich zu mehr Stabilita¨t gegenu¨ber oxidativen Stress [Ryter und Tyrell, 2000].
Wa¨hrend die Ha¨m-Oxigenase 1 ubiquta¨r im Ko¨per, dabei am ha¨ufigsten in der Milz
vorhanden ist [Sedlak et al., 2009], kommt die Ha¨m-Oxigenase 2 indessen vorwiegend
im Gehirn und den Testes vor und wird kontinuierlich exprimiert. Diese konstitutive
Form des Enzyms kann mittels gesteigerter Bilirubinproduktion vor Hydrogenperoxid-
induzierter Neurotoxizita¨t schu¨tzen. Daru¨ber hinaus vermag Bilirubin bereits in Konzen-
trationsbereichen von einigen Nanomolar gegen 10.000fach ho¨her konzentrierte Levels
an H2O2 zu schu¨tzen [Dore´ et al., 1999].
Des Weiteren wurden potentiell antiproliferative Effekte der Ha¨moxigenase 1 auf die glat-
ten Gefa¨ßmuskelzellen, auf Zellen des Nierenepithels und auf Hepatozyten nachgewiesen
[Vı´tek und Schwertner, 2007].
2.3.2.2 Die Biliverdin-Reduktase
Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung des Biliverdins in Bilirubin im Verlauf des
Ha¨mkatabolismus (siehe Kapitel 2.1.1). Hinzu kommt die wesentliche Funktion als Tran-
skriptionsfaktor auf DNA-Ebene, wodurch beispielsweise auch die Genexpression der
Ha¨m-Oxigenase 1 geregelt wird. Zusa¨tzlich ist die Biliverdin-Reduktase dazu befa¨higt,
als Signalmoleku¨l zu agieren und cytoprotektive Effekte auszuu¨ben [Kapitulnik und Mai-
nes, 2009]. Des Weiteren gewa¨hrleistet die Biliverin-Reduktase durch Regeneration des,
durch Oxidation im Zuge von Abwehrreaktionen gebildeten Biliverdins in einem Bi-
lirubin/Biliverdin Redox-Zyklus die antioxidative Kapazita¨t von Bilirubin (siehe Punkt
2.3.2.3) [Barana˜no et al., 2002].
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Die Biliverdin-Reduktase fungiert zudem als, durch oxidative Stressreaktionen induzier-
barer, Transkriptionsfaktor. Es werden Gene fu¨r die Transkription der Ha¨m-Oxigenase 1
sowie die Bildung von Faktoren fu¨r die Signaltransduktion, beispielsweise TGF-β und
NF-κB aktiviert [Vı´tek und Schwertner, 2007].
So wurden diesem Enzym daru¨ber hinaus therapeutische Wirkungen zugesprochen, da in
Zellen mit BVR-Mangel die Konzentration an reaktiven (Sauerstoff-)Verbindungen rasant
ansteigt [Liu et al., 2006]. Folglich wirkt die Biliverdin-Reduktase in unterschiedlichen
biologischen Systemen, na¨mlich der Mukosa des Gastrointestinaltraktes, den Nieren, dem
zentralen und peripheren Nervensystem protektiv [Vı´tek und Schwertner, 2007].
2.3.2.3 Biliverdin
Biliverdin weist zum Teil dem Bilirubin a¨hnliche, zellschu¨tzende Eigenschaften auf. Das
heißt, es kann sowohl kardioprotektiv [O¨llinger et al., 2005] als auch antimutagen [Bul-
mer et al., 2008c] wirken, oxidativen Stress inhibieren und Scha¨digungen von Gefa¨ßen
[O¨llinger et al., 2005] sowie der Lunge reduzieren. Gemeinsam mit Bilirubin wirkt Bi-
liverdin Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantationen entgegen [O¨llinger et al.,
2007]. Weiters kann Bilirubin vermutlich u¨ber Biliverdin regeneriert werden, um so, bei
Bedarf die antioxidative Kapazita¨t des Bilirubins steigern zu ko¨nnen [Barana˜no et al.,
2002; Liu et al., 2006].
Jedoch wird diese Thematik in der vorliegenden Arbeit nicht weiter behandelt und es wur-
de davon abgesehen die im Zuge des Bilirubin-Metabolismus anfallenden Nebenproduk-
te, etwa Kohlenmonoxid zu besprechen, da diese ebenso in zahlreichen anderen Arbeiten
ausfu¨hrlich abgehandelt wurde und im Zuge dieser Arbeit das Hauptaugenmerk auf dem
Pigment Bilirubin und seinem proklamierten antioxidativen Potential liegt.
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2.4 Das Zusammenspiel von antioxidativ wirksamen Mo-
leku¨len unter pathologischen Bedingungen
Wie bei allen Stoffwechselprozessen im menschlichen Organismus, ist nicht ein einzelnes
Moleku¨l allein fa¨hig seine antioxidative Kapazita¨t zu entfalten. Daher kann etwa Biliru-
bin Teil des komplexen Abwehrmechanismus gesehen werden, an dem unterschiedliche
Substanzen, aber auch Enzym-Kaskaden wichtige Funktionen u¨bernehmen [Neuzˇil und
Stocker, 1994]. Bilirubin selbst kann bis zu 10 % der gesamten antioxidativen Kapazita¨t
im Organismus bei physiologischen Plasambilirubin-Konzentrationen u¨bernehmen [Frei
et al., 1988].
Im Zuge der extrazellula¨ren antioxidativen Abwehr arbeiten die Substanzen Glutathion,
Ascorbinsa¨ure, Vitamin E, Bilirubin, Harnsa¨ure, Glucose sowie Ceruloplasmin, Albumin,
Transferrin, Lactoferrin, Apolipoproteine und andere Serumproteine synergistisch zusam-
men. Zusa¨tzlich bieten Erythrozyten und die darin vorkommende Superoxiddismutase
Schutz vor reaktiven Verbindungen.
Das intrazellula¨re Abwehrsystem besteht hauptsa¨chlich aus den antioxidativen Enzymen
des Glutathion-Redoxzyklus (Glutathion-Reduktase und Glutathion-Peroxidase), der Ka-
talase, der Superoxid-Dismutase, der Glutathion-S-Transferase und der Ha¨moxigenasen,
welche gleichermaßen durch Verknu¨pfung ihrer Reaktionen bei der Inaktivierung von re-
aktiven Verbindungen helfen.
So katalysiert zum Beispiel die Superoxiddismutase (SOD) jene Reaktion, in der Super-
oxidradikale in Wasserstoffperoxid umgewandelt werden, welches anschließend mittels
der Katalase und Glutathionperoidase zu Wasser und Sauerstoff reduziert wird [Stocker
et al., 1987b] (siehe Abbildung 5).
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Abbildung (5) Das komplexe Zusammenspiel der antioxidativen Enzyme Katalase
(Cat), Glutathion-Peroxidase (GSH-Px) und Superoxid-Dismutase
(SOD) bei der intrazellula¨ren Abwehr von oxidativem Stress – nach
Otto-Knapp [2000]
Zudem ko¨nnen Vitamin E und C sowie Glutathion und β -Carotin auch intrazellula¨r ge-
meinsam mit Ubichinon-10 oxidativen Scha¨digungen der Zellen entgegen wirken. Wei-
ters interagieren im Cytosol Ferritin und Metallothioneine sowie Enzyme, welche spe-
zifisch mit schwefel-ha¨ltigen Verbindungen reagieren ko¨nnen [Sies, 1993; Stocker und
Keaney jr., 2004; Halliwell und Gutteridge, 2007].
So wird in Gegenwart von Ascorbinsa¨ure, die Oxidation von Bilirubin durch Peroxylra-
dikale verhindert [Stocker et al., 1987a].
Derart wird bei einem oxidativen Angriff von Radikalen zuerst reduziertes Glutathion
(GSH) verbraucht. Es kommt zur Konzentrationsabnahme dieser Verbindung und folglich
zum Verbrauch der Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase
und in weiterer Folge zur gesteigerten Expression der Ha¨m-Oxigenase 1, was schlussend-
lich die Bildung/Regeneration von Bilirubin induziert [Tomaro und del C. Battle, 2002].
In reduzierter Form beruht das antioxidative Potential von Glutathion auf seiner Thiol-
Gruppe, wodurch diese funktionellen Gruppen bei anderen Verbindungen, insbesondere
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von Proteinen (Enzymen) im lipophilen Extrazellula¨rraum vor Oxidation geschu¨tzt wer-
den [Sedlak et al., 2009].
Das heißt, dass Glutathion als Bestandteil eines Enzymsystems bei der Entgiftung von
Peroxiden, vor allem von Lipidhydroperoxiden und Wasserstoffperoxid hilft [Elmadfa
und Leitzmann, 2004].
In diesem System wird Glutathion zuna¨chst durch die GSH-Peroxidase zu GSSG oxidiert.
Die Regeneration des oxidierten Glutathions erfolgt anhand der Glutathion-Reduktase in
einem NADPH-abha¨ngigen Prozess. Zuletzt dient die Glucose-6-Phosphatdehydrogenase
der Regeneration des NADPH [Lo¨ffler und Brigelius-Flohe´, 2007].
Die GSH-Peroxidase mit Glutathion als Cosubstrat ist ferner an der Regulation des Arach-
idonsa¨ure-Stoffwechsels und damit and der Thrombozytenaggregation beteiligt [Elmadfa
und Leitzmann, 2004].
Entsprechend wird beim oxidativen Abbau von Lipoproteinen mit Hilfe von α-Tocopherol
zuna¨chst eine Radikalkettenreaktion unterbunden, da die Tocopherolmoleku¨le Wasser-
stoffatome abgeben und so Fettsa¨uren nicht von Radikalen angegriffen werden. Die da-
durch entstandenen Tocopherylradikale werden anschließend mittels Ascorbinsa¨ure durch
U¨bertragen des freien Elektrons auf das oxidierte Tocopherol oder Bilirubin, wodurch ein
weit weniger reaktionsfreudiges, wasserlo¨sliches Radikal oder Biliverdin entsteht, regene-
riert. Dieses diffundiert schließlich aus dem Lipoproteinmoleku¨l und wird durch Reaktion
mit Ubichinonen stabilisiert [Neuzˇil und Stocker, 1994].
Biliverdin wird, wie bereits unter Punkt 2.3.2.2 und 2.3.2.3 beschrieben, mit Hilfe der
Biliverdin-Reduktase zu Bilirubin reduziert.
Als wasserlo¨sliches Antioxidans kann Vitamin C zusa¨tzlich zum Schutz von hydrophi-
len Umgebungen den mehrfach ungesa¨ttigten Fettsa¨uren in den Zellmembranen durch die
synergistischen Reaktionen mit α-Tocopherol Schutz vor Oxidation bieten. Dabei stellt
Ascorbinsa¨ure, so wie Glutathion, Reduktionsa¨quivalente bereit [Frei et al., 1990].
Ihre Regeneration ist wiederum an das allgemeine zellula¨re Redox-Potential des NADH-
oder NADPH-Systems gekoppelt (siehe Abbildung 6) [Sies und Stahl, 1995].
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Abbildung (6) Die synergistischen Wirkungen von Ascorbinsa¨ure, α-Tocopherol und
Glutathion (GSH) bei der antioxidativen Abwehr freier Radikale (X•) –
modifiziert nach Parke [1999]
Auch Harnsa¨ure erfu¨llt in physiologischer Konzentration im Extrazellula¨rraum seine Auf-
gabe als sehr wirksames Antioxidans gegenu¨ber wasserlo¨slichen Radikalen [Neuzˇil und
Stocker, 1994; Halliwell und Gutteridge, 2007].
Carotinoide sind fettlo¨slich und bestimmte Vertreter, etwa α-Carotin, γ-Carotin oder Ly-
copin sind dem α-Tocopherol entsprechend in ho¨heren Konzentrationen in Lipoprotein-
partikeln enthalten [Neuzˇil und Stocker, 1994].
Lycopin ist der effektivste Fa¨nger von Singulettsauerstoff [Sies und Stahl, 1995]. Aber
auch α-Carotin und β -Carotin, sowie Zeaxanthin und β -Cryptoxanthin ko¨nnen a¨ußerst
effizient Singulettsauerstoff deaktivieren [Stahl und Sies, 2003].
Carotinoide reagieren weiters mit Peroxyl- oder Alkoxylradikalen und ko¨nnen zudem an-
hand photooxidativer Reaktionen angeregte Moleku¨le deaktivieren. So sind Lutein und
Zeaxanthin jene Vertreter, die pria¨r in der Makula des menschlichen Auges zu finden
sind, da sie effektiv ultraviolettem Licht filtern ko¨nnen [Stahl und Sies, 2003] und so vor
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photooxidativen Scha¨den schu¨tzen.
β -Carotin kann aufgrund seiner Fa¨higkeit der Resonanzstabilisierung und seiner Vielzahl
an Doppelbindungen zwei Lipidperoxyl-Radikale gleichzeitig binden und so Zellmem-
branen sowie Lipoproteine vor Oxidation bewahren [Sies und Stahl, 1995].
Eine zusa¨tzlich beachtliche Eigenschaft von Carotinoiden ist, dass fu¨r ihre Regnerati-
on kein spezielles System notwendig ist, da sie nach Aufnahme des ungepaarte, freien
Elektrons von einem Singulettsauerstoff-Moleku¨l dessen Energie in Form von Wa¨rme an
ihre Umgebung wieder abgeben. Auf diese Weise kann ein Carotinoid-Moleku¨l mehre-
re Singulettsauerstof-Moleku¨le abfangen, bevor es selbst verbraucht ist [Sies und Stahl,
1995; Stahl und Sies, 2005].
Krebspra¨ventive Effekte u¨ben Carotinoide, insbesondere Lycopin zudem andhand der Be-
einflussung von Signaltransduktionswege, der Expression von bestimmten Genen und En-
zymen, der Signalvermittlung via gap junctions sowie mittels der Induktion von Phase I
und II Enzymen aus [Stahl und Sies, 2005].
Hinsichtlich der Lipidperoxidation arbeiten β -Carotin und α-Tocopherol gleichfalls syn-
ergistisch zusammen. So wird bevorzugt Vitamin E oxidiert, um eine chemische Vera¨nd-
erung (Verlust der Dopplebindungen) des Carotinoids und folglich seinen Funktionsver-
lust zu verhindern [Sies und Stahl, 1995].
Umgekehrt kann β -Carotin [Kagan et al., 1992] Tocopherylradikale nicht reduzieren, was
bedeutet, dass Carotinoide, gleich der Harnsa¨ure nicht bei der Regeneration von Vitamin
E helfen [Neuzˇil und Stocker, 1994].
Hydrochinone, die reduzierten Formen der Ubichinone ko¨nnen durch Mitwirken bei der
Regeneration von Tocopherol aus Tocopherylradikalen das Entfernen freier Radikale und
Peroxide aus lipophilen Umgebungen, insbesondere aus Zellen und deren umgebenden
Membranen erreichen [Frei et al., 1990; Elmadfa und Leitzmann, 2004]. Im fru¨hen Sta-
dium der Oxidation von Lipoproteinen ist der Schutz der Polyenfettsa¨uren beinahe voll-
sta¨ndig durch Ubichinone gewa¨hrleistet [Stocker et al., 1991; Neuzˇil und Stocker, 1994].
Durch Aufnahme des Elektrons bei der Regeneration von α-Tocopherol entsteht ein Semi-
chinon-Radikal. Dieses reagiert wiederum sehr schnell mit Sauerstoff, wodurch ein Super-
oxid-Radikal gebildet wird. Dieses ist zwar im wa¨ssrigen Milieu dazu in der Lage oxida-
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tiven Stress auszulo¨sen, jedoch kann es nicht mit Lipiden zu reagieren. So wird indirekt
die Lipidperoxidation unterbunden.
Zudem wird vermutlich die Ascorbinsa¨ure mit Hilfe eines Coenzym-Q-abha¨ngigen Elek-
tronentransports entlang der Zellmembran in den Extrazellula¨rraum regeneriert [Frei et al.,
1990].
2.4.1 Bilirubin und kardiovaskula¨re Erkrankungen, Krebs und andere, durch oxi-
dativen Stress induzierte Erkrankungen
So wurde schließlich 1994 von den Autoren Schwertner et al. erstmals in einer retrospek-
tiven Humanstudie ein negativer Zusammenhang zwischen der Serumbilirubin-Konzen-
tration und koronaren Herzerkrankungen (CHD) bei 877 Ma¨nnern beschrieben. Seither
gilt Serumbilirubin, gleich dem Rauchen, systolischen Blutdruck und HDL-Cholesterin
als unabha¨ngiger Risikofaktor fu¨r koronare Herzkrankheiten [Schwertner et al., 1994].
Auf Basis der Annahme, dass niedrige Konzentrationen an Bilirubin mit einem erho¨hten
Risiko fu¨r kardiovaskula¨re Erkrankungen einhergehen, folgten eine Reihe weiterer Studi-
en zu dieser Thematik.
So konnten die Resultate von Schwertner et al. 1994 in einer retrospektiven Fall-Kontroll-
studie bei Frauen und Ma¨nnern mit familia¨r aufgetretenen CHD [Hopkins et al., 1996]
besta¨tigt werden. Desgleichen wurden von Levinson 1997 ein negativer Zusammenhang
zwischen Serumbilirubin und Erkrankungen der Herzkranzgefa¨ße nachgewiesen.
Aus den Ergebnissen einer Studie von Madhavan et al., na¨mlich dass Kinder, deren El-
tern einen Herzinfarkt erlitten oder an Bluthochdruck leiden, durchschnittlich geringere
Serumbilirubin-Konzentrationen aufweisen, als jene der Kontrollgruppe, konnte ferner
abgeleitet werden, dass niedrige Werte fu¨r Serumbilirubin Kennzeichen oxidativen Stres-
ses sind, und womo¨glich kardiovaskula¨re Events induzieren [Madhavan et al., 1997].
Eine weitere Studie fand desgleichen einen Zusammenhang zwischen niedrigen Serumbi-
lirubinkonzentrationen und dem Auftreten von koronaren Herzerkrankungen bei Ma¨nnern
[Hunt et al., 2001], sowie Lingenhel et al. 2008 bei Frauen und Ma¨nnern.
In einer 1995 publizierten, im Zuge der British Regional Heart Study (BRHS) durch-
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gefu¨hrten prospektiven Analyse konnte gezeigt werden, dass geringe (<7 µmol/L) wie
auch sehr hohe (>12 µmol/L) Serumbilirubinkonzentrationen (im Vergleich zu mittleren
Levels mit 8–9 µmol/L) mit einem um bis zu 30 % erho¨hten Risiko fu¨r ischa¨mische Herz-
erkrankungen (IHD) einher gehen. Nachdem jedoch von jener Gruppe mit hohen Werten
fu¨r Bilirubin Probanden mit ero¨hten Leberenzymkonzentrationen ausgeschlossen wurden,
konnte in dieser Gruppe die geringste Inzidenz fu¨r IHD nachgewiesen werden [Breimer
et al., 1995].
In gleicher Weise brachten die Autoren Dejousse et al. nach Auswertung von Daten der
Framingham Offspring Study, einer prospektiven Studie, Ergebnisse dafu¨r hervor, dass
ho¨here Werte fu¨r das Gesamtbilirubin mit einem, bei Ma¨nnern, geringeren Risiko kar-
diovaskula¨re Erkrankungen zu entwickeln, einen Herzinfarkt zu erleiden, sowie mit jeder
anderen Form eines kardiovaskula¨ren Events assoziiert ist. Bei Einteilung der Proban-
den in Quintilen bezu¨glich ihrer Serumbilirubinkonzentratioen (fu¨r Ma¨nner: 0,17–9,39;
9,40–11,10; 11,11–14,52; 14,53–17,94 und 17,95–66,69 µmol/L) wiesen die Personen
der vierten Quintile die geringste Mortalita¨tsrate auf [Djousse´ et al., 2001].
Zusa¨tzlich konnte das proklamierte antioxidative Potential von Albumin [Neuzˇil und Sto-
cker, 1994, 1993] sowie von Serumbilirubin [Djousse´ et al., 2003] auch im Zusammen-
hang mit dem Herzinfarktrisiko besta¨tigt werden.
Zudem konnte in weiteren prospektiven Fall-Kontroll-Studien [Wei et al., 2000a,c] der
Zusammenhang von niedrigen Bilirubinkonzentrationen im Serum und einem erho¨hten
Risiko an koronaren Herzerkrankungen zu versterben beziehungsweise der Gesamtmor-
talita¨t ermittelt werden.
Vı´tek et al. konnten schließlich erstmals in Humanstudien auch bei Personen mit Gilbert’s
Syndrom eine positive Korrelation zwischen Serumbilirubinkonzentrationen und der to-
talen antioxidativen Kapazita¨t feststellen. In ihren Untersuchungen kamen die Autoren
zu dem Ergebnis, dass bei Personen mit Gilbert’s Syndrom mit einer Ha¨ufigkeit von 2%
koronare Herzkrankheiten auftreten, im Vergleich zu einer Pra¨valenz von etwa 12% bei
Personen mit physiologischen Bilirubinlevels [Vı´tek et al., 2002].
Dieser Zusammenhang zwischen leicht erho¨hter Konzentration an Bilirubin und vermin-
dertem Auftreten von Herz-Kreislauferkrankungen und der kardiovaskula¨ren Mortalita¨t
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wurde zudem in anderen Untersuchungen [Hopkins et al., 1996; Wei et al., 2000a,c]
gleichfalls nachgewiesen.
In einer weiteren prospektiven Studie konnte der zuvor proklamierte Zusammenhang
ebenso bewiesen werden [Temme et al., 2001].
Die Autoren Novotny´ und Vı´tek konnten schließlich in einer Meta-Analyse 11 ausge-
wa¨hlter Studien [Novotny´ und Vı´tek, 2003] eine negative Korrelation zwischen Serum-
bilirubinlevels und dem Ausmaß beziehungsweise Schweregrad der Atherosklerose bei
Ma¨nnern ausarbeiten. Die Grenze, ab der sich diese positiven, pra¨ventiven Effekte zeigen
ist eine Bilirubinkonzentration von ≥10 µmol/L.
In weiteren Studien, etwa von Ishizaka et al. 2001 und spa¨ter von Rantner et al. 2008,
konnten bei Personen mit Erkrankungen der peripheren Gefa¨ße durchschnittlich geringere
Serumbilirubinwerte gemessen werden, was fu¨r einen protektiven Effekt ma¨ßig erho¨hter
Serumbilirubinlevel in Hinblick auf vaskula¨rer atherosklerotischer Vera¨nderungen spricht.
Zu demselben Ergebnis kamen Autoren bei einer Studie, in welcher die Probanden mit
Gilbert’s Syndrom desgleichen eine geringere Pra¨valenz fu¨r atherosklerotische Vera¨nder-
ungen der Carotis zeigten [Vı´tek und Schwertner, 2007].
U¨berdies konnten beispielsweise von Erdo¨gˇan et al. 2006 Risikofaktoren fu¨r die Entste-
hung von Athersklerose mit niedrigen Werten fu¨r Serumbilirubin in Verbindung gebracht
werden.
Weiters konnten die Autoren Perlstein et al. 2008 nach Auswerten von Daten der National
Health and Nutrtion Examination Survey (NHANES 1999–2004) eine inverse Beziehung
der Bilirubinkonzentration und peripheren arteriellen Verschlusskrankheit feststellen. Ei-
ne Analyse von Daten u¨ber Kinder und Jugendliche dieser Studie zeigte eine negative
Korrelation der Werte fu¨r Serumbilirubin und der Pra¨valenz des Metabolischen Syndroms
[Lin et al., 2009].
In einer anderen Querschnittsstudie wurden ebenfalls bei Patienten mit Metabolischem
Syndrom geringere Bilirubinlevels im Plasma gemessen, im Vergleich normal gewichti-
ger Personen [Giral et al., 2010].
In einer prospektiven Studie an Ma¨nnern und Frauen in Korea war des Weiteren das Risiko
einen ischa¨mischen Schlaganfall zu erleiden negativ korreliert mit der Ho¨he der Serum-
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bilirubinonzentrationen bei den ma¨nnlichen Probanden gebracht werden [Kimm et al.,
2009].
Eine Querschnittstudie in China konnte indes einen Zusammenhang zwischen der Kon-
zentration von Bilirubin im Serum und der arteriellen Gefa¨ßsteifigkeit feststellen. So wur-
de mit sinkenden Bilirubinlevels ein signifikanter Anstieg der Gefa¨ssverha¨rtung bei den
ma¨nnlichen Probanden beobachtet [Li et al., 2011].
Von den Autoren Lin et al. 2006 wurde nach Auswertung von Daten der Framingham
Heart Study festgestellt, dass Personen mit Gilbert’s Syndrom, basierend auf dem homo-
zygoten UGT1A1*28-Allel, ein deutlich vermindertes Risiko fu¨r CVD aufweisen.
Diese Beobachtungen konnten in einer spa¨teren Studie besta¨tigt werden und es wurde fer-
ner ausgearbeitet, dass das UGT1A1-Gen in Zusammenhang mit CVD zu sehen ist und
dass der TA-Repeat Polymorphsimus mit einem erheblich reduzierten Riskio fu¨r CVD
assoziiert ist [Lin et al., 2010].
Bulmer et al. 2008b konnten schließlich erstmals in einer Fall-Kontrollstudie Kennzei-
chen von oxidativen Stress und dem antioxidativen Status bei 9 Personen mit Gilbert’s
Syndrom und 12 Kontrollen untersuchen. Ihre Haupthypothese der positiven Korrelation
von ma¨ßig erho¨hter Bilirubinkonzentrationen und Schutz vor Cu2+-induziertem oxida-
tiven Stress [Asad et al., 2001] im Serum konnte besta¨tigt werden. Das heißt, dass eine
erho¨hte antioxidative Kapazita¨t und Resistenz gegenu¨ber oxidativen Vorga¨ngen im Serum
zur geringeren Pra¨valenz von kardiovaskula¨ren Erkrankungen bei GS beitragen [Bulmer
et al., 2008b].
Tapan et al. 2011 konnten in ihren Untersuchungen bei Patienten mit Gilbert’s Syndrom
ebenso feststellen, dass unkonjugiertes Bilirubin negativ mit Markern atherosklerotischer
Vera¨nderungen, na¨mlich ”small dense LDL-Cholesterol“, oxidierten LDL-Partikeln und
”high sensitive C-reaktiven Protein“, korreliert.
In einer aktuellen Untersuchung konnten bei Probanden mit Gilbert’s Syndrom erho¨hte
Werte fu¨r reduziertes Glutathion im Blutplasma sowie eine geringere Konzentration an
Proteincarbonyl-Verbindungen im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe nachgewiesen wer-
den [Boon et al., 2012]
In einer Kohortenstudie konnte Bilirubin daru¨ber hinaus in Bezug auf Lungenerkrankun-
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gen analysiert werden. Das Ergebnis war, dass bei Ma¨nnern erho¨hte Bilirubinlevel invers
mit der Entstehung von Lungenkrebs sowie der Entwicklung einer chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung verbunden sind [Horsfall et al., 2011].
Jene Mechanismen, die an der Pathogenese der Atherosklerose von Herz- beziehungswei-
se peripheren Gefa¨ßen beteiligt sind, ko¨nnen ebenfalls bei der Entstehung von bestimmten
Krebserkrankungen eine erhebliche Rolle spielen.
So konnte im Verlauf weiterer Studien bei Personen, die an Krebs erkrankt waren, ei-
ne niedrige Konzentration an Serumbilirubin festgestellt werden [Vı´tek und Schwertner,
2007].
In der Studie von Temme et al. 2001 wurde ein solcher Zusammenhang, insbesondere
Dickdarmkrebs betreffend nachgewiesen. Die Mortalita¨t aufgrund von Tumorerkrankun-
gen nahm mit steigenden Serumbilirubinlevels ab.
Bei weiteren Auswertungen der zuvor erwa¨hnten Follow-up Studie hinsichtlich Krebser-
krankungen, konnten die Autoren Wei et al. 2000b desgleichen eine negative Korrelation
zwischen der Entstehung von Krebs und Serumbilirubinlevels erkennen.
In einer anderen 2004 publizierten Studie konnte u¨berdies bei Probanden mit malignen
Tumoren (nicht die Haut betreffend) signifikant geringere Werte fu¨r Serumbilirubin als
in der gesunden Kontrollgruppe gemessen werden. Dieser Unterschied war zudem bei
Personen mit fru¨herer Anamnese eines Kolonkarzinoms am gro¨ßten ausgepra¨gt [Zucker
et al., 2004].
Diese Ergebnisse legen nahe, dass Personen mit Gilbert’s Syndrom mo¨glicherweise vor
der Entwicklung bestimmter Krebserkrankungen geschu¨tzt sind.
In einer anderen Studie konnten des Weiteren signifikante Unterschiede bei Brustkrebspa-
tientinnen bezu¨glich der Odds-Ratio der ho¨chsten im Vergleich zur niedrigsten Quartile
der Serumbilirubinkonzentration gemessen werden [Ching et al., 2002].
A¨hnliche Effekte bezu¨glich Brustkrebserkrankungen konnten zudem bei Patientinnen mit
dem Haplotyp UGT1A1*28 festgestellt werden [Sparks et al., 2004; Shatalova et al.,
2005].
Eine Fall-Kontroll-Analyse von Daten der Nurses Health Study brachte weiters hervor,
37
dass Frauen mit Gilbert’s Syndrom basierebd auf einer Mutation der TATAA-Promotor-
region des UGT1A1-Gens eine geringere Wahrscheinlichkeit aufweisen, an Geba¨rmutter-
krebs zu erkranken [Duguay et al., 2004].
Es konnten zudem sowohl antiproliferative Effekte auf Brustkrebszellen [Vı´tek und Schwert-
ner, 2007], als auch Wirkungen, welche die Apoptose von Dickdarmkrebszellen in vitro
induzieren, fu¨r unkonjugiertes Bilirubin nachgewiesen werden [Keshavan et al., 2004].
So kann man annehmen, dass neben den bekannten antioxidativen Wirkungen von Biliru-
bin auch die publizierten antiproliferativen Effekte dieses Gallenpigments desgleichen
mittels Modulation intrazellula¨rer Signaltransduktionswege, Einfluss auf Zellproliferati-
on [O¨llinger et al., 2005] sowie Apoptose bewirkt werden.
Aus einer Vielzahl weiterer Studien geht ferner hervor, dass Serum-Bilirubin mit einer
geringeren Pra¨valenz fu¨r einige andere Erkrankungen assoziiert ist, sowie dass ho¨here
Bilirubinkonzentrationen im Serum die Auswirkungen einer Reihe von Erkrankungen ab-
schwa¨chen ko¨nnen [Vı´tek und Schwertner, 2007].
So wurde bespielsweise festgestellt, dass Hyperbilirubina¨mie vor mo¨glichen Komplika-
tionen bei Neugeborenen, etwa Kreislaufversagen oder Atemproblemen schu¨tzen kann.
Zudem gibt es Ergebnisse aus verschiedenen Studien, welche niedrige Konzentrationen
an Bilirubin mit dem Auftreten vom rheumatioder Arthritis, systemischen Lupus erythe-
matosus und Wegner granulomatosis in Verbindung bringen und sie sind mo¨glicherweise
mit mentalen Erkrankungen assoziierbar.
Bilirubin nimmt zudem womo¨glich Einfluss auf den menschlichen cirkadianen Rythmus
und es gibt Hinweise aus Studien mit Patienten, welche den Genotyp beziehungsweise
Phenotyp des Gilbert’s Syndrom aufweisen, die auf eine negative Korrelation zwischen
niedrigen Serumbilirubinlevels und Schizophrenie deuten [Vı´tek und Schwertner, 2007].
Vermehrte Ausscheidung von Biopyrrinen, Oxidationsprodukte des Bilirubin, wurde bei-
spielsweise in Zusammenhang mit Koronaren Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz, Ato-
pischer Dermatitis, Sepsis, Stress nach operativen Eingriffen, Schizophrenie und Depres-
sionen, akuten psychologischen Stressbelastungen sowie Morbus Alzheimer nachgewie-
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sen [Vı´tek und Schwertner, 2007].
Diese Studien legen nahe, dass der Verbrauch von Bilirubin bei oxidativen Stressreaktio-
nen einen jener Hauptwege darstellt, u¨ber den Bilirubin vor oxidativen Scha¨den schu¨tzen
kann.
3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign
Die vorliegende Studie untersucht physiologische Effekte bei Personen mit Gilbert’s Syn-
drom im Vergleich zu Personen, welche eine physiologische Konzentrationen an Bilirubin
aufweisen.
Es handelt sich um eine Fall-Kontroll-Studie im Querschnittdesign, an der Betroffene und
Nicht-Betroffene teilnahmen.
Vor Beginn der Hauptphase der Studie wurde bei potentiellen Teilnehmern die Leberwer-
te und das Gesamtbilirubin sowie unkonjugiertes Bilirubin gemessen. Weitere Ein- bzw.
Ausschlusskriterien (siehe unter Kapitel 3.1.2) sollten mittels Fragenbogen u¨berpru¨ft wer-
den.
Zu Beginn der Hauptphase der Studie folgte eine weitere Blutabnahme, es wurde Urin
gesammelt und ein Mundschleimhautabstrich durchgefu¨hrt. Hierfu¨r waren fu¨r die Teil-
nehmer zwei Termine angesetzt.
Die notwendigen Blutabnahmen, sowohl fu¨r die Voruntersuchung, als auch in der Haupt-
phase der Studie sowie der Mundschleimhautabstrich wurden von Mitarbeitern an der
Universita¨tsklinik fu¨r Klinische Pharmakologie im Allgemeinen Krankenhaus der Stadt
Wien (AKH) durchgefu¨hrt.
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Stadt Wien genehmigt (Ref. No.: 274 /
2010).
3.1.1 Rekrutierung der Studienteilnehmer
Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte mit Hilfe von A¨rzten am Allgemeinen
Krankenhaus der Stadt Wien, als auch durch Plakate und Informationsbroschu¨ren an der
Universita¨tsklinik, in diversen Arztpraxen und Instituten der Universia¨t Wien, sowie Apo-
theken. Weiters wurden Studienanzeigen in einigen wissenschaftlichen Diskussionsplatt-
formen und Zeitungen geschalten. Die Teilnehmer erhielten eine Aufwandsentscha¨digung
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in der Ho¨he von 50 Euro.
Bei Einschluss in die Studienpopulation und nach unterzeichnen einer Einversta¨ndnis-
erkla¨rung seitens der Teilnehmer erfolgte die Zuweisung in die Fallgruppe (Betroffene)
oder Kontrollgruppe (Nicht-Betroffene) anhand der, bei der Voruntersuchung erhaltenen
Daten fu¨r Gesamtbilirubin beziehungsweise unkonjugiertes Bilirubin (siehe 3.1.2).
3.1.2 Ein- bzw. Ausschlusskriterien
Einschlusskriterien
• 20-80 Jahre
• Gesamtbilirubin im Blut ho¨her als 20,52 µmol/L (1,2 mg/dl) bei Gilbert’s Syndrom
• Unkonjugiertes Bilirubin im Blut ho¨her als 17,10 µmol/L (1 mg/dl) bei Gilbert’s
Syndrom
• Gesamtbilirubin im Blut kleiner als 20,52 µmol/L (1,2 mg/dl) in der Kontrollgruppe
• Unkonjugiertes Bilirubin im Blut kleiner als 17,10 µmol/L (1 mg/dl) in der Kon-
trollgruppe
• γ - Glutamyltranspeptidase im Blut (GGT) <39 U/l bei Frauen und <66 U/l bei
Ma¨nnern
• Alanin- Aminotransferase im Blut (ALT) <35 U/l bei Frauen und <50 U/l bei
Ma¨nnern
• Aspartat- Aminotransferase im Blut (ALT) <35 U/l bei Frauen und <50 U/l bei
Ma¨nnern
• Moderates Bewegungsverhalten
Ausschlusskriterien
• Ju¨nger als 20 Jahre oder a¨lter als 80 Jahre
• Kardivaskula¨re Erkrankungen/ Herzerkrankungen
• Hepatitis B oder C
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• Jede andere Form einer Lebererkrankung
• Cholelithiasis
• Ha¨molyse
• Chronische Nierenerkrankungen
• Akute/vergangene Tumorerkrankungen
• Diabetes Mellitus
• Personen mit Organtransplantaten
• Supplementierung mit Antioxidantien innerhalb der letzten 4 Wochen vor der ersten
Blutabnahme
• Medikamenteneinnahme innerhalb der letzten 5 Wochen vor der ersten Blutabnah-
me, welche die Leberwerte beeinflussen ko¨nnten (z.B.: Probenecid und Rifampicin)
• Raucher >5 Zigaretten/Tag
• Alkoholkonsum von >7 Gla¨sern/Woche
• LeistungssportlerInnen (>10 Stunden Training/Woche)
3.1.3 Studienteilnehmer
Insgesamt 100 Personen im Alter zwischen 20 und 80 Jahren konnten als Studienteil-
nehmer rekrutiert werden, wobei mehr Ma¨nner an der Studie teilnahmen. Bei 38 Perso-
nen wurden Konzentrationen an unkonjugiertem Bilirubin von >17µmol/L mit Hilfe der
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) gemessen, woraufhin die Zuweisung
zur Fallgruppe erfolgte. Weitere 38 Teilnehmer wurden anschließend der Kontrollgruppe
zugewiesen.
Bei den anderen 24 Personen konnte aufgrund ihrer nicht eindeutig zuzuordnenden Bi-
lirubinkonzetrationen keine Einteilung in eine der beide Gruppen vorgenommen werden.
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Abbildung (7) Einteilung des Studienkolletivs in eine Fallgruppe (Personen mit
Gilbert’s Syndrom) und Kontrollgruppe (Personen ohne erho¨hte
Bilirubinlevel) anhand ihrer UCB-Level (siehe Merkmale unter Punkt
3.1.2)
3.1.4 Zeitlicher Studienverlauf
Die Studienteilnehmer sollten am Tag vor der Blutabnahme zwischen 09:00 Uhr und
17:00 Uhr nicht mehr als 400 kcal zu sich nehmen und anschließend bis zur Blutabn-
hame fasten, da die Konzentration von Bilirubin im Serum durch Fasten ansteigt [Owens
und Sherlock, 1973].
Fu¨r sa¨mtliche Untersuchungen wurden den nu¨chternen Studienteilnehmern am na¨chsten
Tag im Verlauf des Vormittages die bereits unter Punkt 3.1 genannten Proben entnom-
men, wobei das Blut entweder in mit Lithium-Heparin und EDTA beschichteten Ro¨hrchen
oder Serumro¨hrchen abgenommen wurde. Im Anschluss daran wurden die Proben unter
Lichtschutz zum Department fu¨r Erna¨hrungswissenschaften transportiert und durch ein
Coding-System gelabelt, sodass die Proben eindeutig, aber anonymisiert gekennzeichnet
waren. Den Autoren war dabei jedoch nicht bekannt, zu welcher der beiden Gruppen die
Teilnehmer zugeordnet waren.
Danach konnte mit der Blutaufbereitung und den einzelnen Untersuchungen begonnen
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werden.
Die Proben wurden von April bis September 2010 gesammelt.
3.1.5 Blutaufbereitung
Fu¨r die Analyse von Glutathion wurde Vollblut aus den entsprechenden Ro¨hrchen mit
Heparin verwendet, da dank dieser Beschichtung die Gerinnung des Blutes verhindert
wird. Die Analyse von Vitamin C erfolgte in Heparin-Plasma, welches man durch 15-
minu¨tiges Zentrifugieren des Vollblutes bei 1000 U/min erha¨lt. Beide Untersuchungen
wurden photometrisch am selben Tag der Blutabnahme durchgefu¨hrt.
Der quantitative Nachweis von Vitamin A, Vitamin E, Vitamin K, der Carotinoide und
Ubichinon 50 erfolgte chromatographisch im spa¨teren Verlauf der Studie, ebenfalls in
Heparin-Plasma.
Dafu¨r wurden die Blutabnahmero¨hrchen zuna¨chst ku¨hl gelagert, danach 10 Minuten lang
bei 3000 U/min zentrifugiert, das Plasma abgenommen und in Eppendorf-Cups pipettiert.
Die Proben wurden anschließend mit Stickstoff begast und bis zu den weiteren Analysen
bei -80◦C gelagert.
Sonstiges: Der Variationskoeffizient wurde bei allen Parametern anhand dieser Formel
berechnet:
V K = StandardabweichungMittelwert ∗100
3.2 Photometrische Methoden
3.2.1 Bestimmung von Vitamin C (L-Ascorbinsa¨ure) im Plasma
3.2.1.1 Prinzip der Methode
Der Nachweis von Vitamin C im Blutplasma erfolgt mit Hilfe der Methode nach Day, Wil-
liams und Marsh (1979). Diese Methode beruht darauf, dass L-Ascorbinsa¨ure Eisen(III)-
Ionen reduzieren kann, und dabei selbst zu L-Dehydroascorbinsa¨ure oxidiert wird. Die
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entstandenen Eisen(II)-Ionen reagieren anschließend mit 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazin (TPTZ)
zu einem Farbkomplex, dessen Menge photometrisch gemessen werden kann.
Da der Gehalt dieses Komplexes a¨quivalent zum Gehalt an Eisen(II)-Ionen und somit
auch zum Gehalt an L-Ascorbinsa¨ure ist, la¨sst sich dadurch die Menge an Vitamin C im
Plasma quantifizieren [Day et al., 1979].
3.2.1.2 Materialien und Gera¨te
Die folgend aufgelisteten Reagenzien wurden fu¨r den Nachweis von Vitamin C verwen-
det:
Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Aqua bidest. - -
L-Ascorbinsa¨ure Sigma-Aldrich Chemicals 143032
Eisen(II)-chlorid Anhydrat Merck KGaA 2317294
Essigsa¨ure Fluka Analytical 60320
meta-Phosphorsa¨ure Sigma-Aldrich Chemicals 04103
Methanol chromasolv Merck KGaA 60300100X
Natriumacetat Anhydrat Sigma-Aldrich Chemicals 0001442913
Salzsa¨ure (HCL) Carl Roth GmbH 63314
Trichloressigsa¨ure (TCA) Sigma-Aldrich Chemicals 33731
2,4,6-Tripyridil-s-Triazin (TPTZ) Fluka Analytical 100902759
Tabelle (3.2.1) Reagenzien zum Nachweis von Vitamin C
Folgende Gera¨te wurden bei dieser Methode verwendet:
• Hitachi U-1100 Spectrophotometer (UV/VIS) und Kunststoff-Makroku¨vetten VWR
International GmbH
• Pra¨zisionswaage und pH-Meter
• Zentrifuge, Heraeus Megafuge 40, Thermo Scientific und Vortex Heidolph REAX
2000
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• Ultraschallbad Brandelin Sonorex und Magnetru¨hrer -Marke-
• Kolbenhubpipetten diverser Voluminer, Pasteurpipetten, diverse Glasmaterialien
3.2.1.3 Gebrauchslo¨sungen
• TPTZ-Lo¨sung [0,048 M]: es werden 0,750 g 2,4,6-Tripyridil-s-Triadzin mit 0,1 N
HCL auf 50 ml aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist 6 Monate bei 4-8◦C (im Ku¨hlschrank) haltbar, lichtempfindlich)
(fu¨r eine 0,1 N HCL-Lo¨sung werden 10ml der konzentrierten HCL (37% ig) auf
100ml mit aqua bidest. aufgefu¨llt)
• Eisen(III)-Chlorid-Lo¨sung [0,02 M]: es werden 0,324 g FeCl3 -Anhydrat mit 0,2 N
HCL auf 100 ml aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist 3 Monate bei Raumtemperatur haltbar)
(fu¨r eine 0,2 N HCL-Lo¨sung werden 40 ml der konzentrierten HCL (37% ig) auf
200 ml mit aqua bidest. aufgefu¨llt)
• Acetat-Puffer: es werden 410 g Natrium-Acetat in heißem aqua bidest. gelo¨st und
auf 1000 ml damit aufgefu¨llt [5 M] + 125 ml 5 M Essigsa¨ure um den pH-Wert auf
5,90 ± 0,10 einzustellen + 225 ml Methanol.
(diese Lo¨sung ist 3 Monate bei Raumtemperatur haltbar)
(fu¨r eine 5 M Essigsu¨relo¨sung werden 72 ml konzentrierter Essigsa¨ure auf 250 ml
mit aqua bidest. aufgefu¨llt)
• Ascorbinsa¨ure-Stocklo¨sung [100 mg/dl]: es werden 100 mg L-Ascorbinsure mit 20
ml 3% iger (w/v) Metaphosphorsa¨ure gemischt und anschlie?ss end auf 100 ml mit
aqua bidest. aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist maximal 3 Monate bei 4-8◦C (im Ku¨hlschrank) haltbar, lichtemp-
finglich)
(fu¨r eine 3% ige meta-Phosphorsa¨urelsung werden 3 g meta-Phosphorsa¨ure in 100
ml aqua bidest. aufgelo¨st)
Der Ascorbinsa¨ure-Arbeitsstandard, das Farbreagenz und die Trichloressigsa¨urelo¨sung
sind am jeweiligen Untersuchungstag immer frisch herzustellen.
46
• Ascorbinsa¨ure-Arbeitsstandard [2 mg/dl]: es werden 1,0 ml des Ascorbinsa¨ure-
Arbeitsstandards auf 50 ml mit aqua bidest. aufgefu¨llt.
• Trichloressigsa¨ure-Lo¨sung [0,615 M]: es werden 2,5 g Trichloressigsa¨ure auf 25 ml
mit aqua bidest. aufgefu¨llt.
• Farb-Reagenz: es werden 0,125 ml TPTZ-Lo¨sung + 0,1 ml Fe(III)Cl3 -Lo¨sung in
etwa 12 ml vorgelegtem Acetat-Puffer gelo¨st und dann auf 25 ml mit Acetat-Puffer
aufgefu¨llt.
3.2.1.4 Durchfu¨hrung
Fu¨r die Auswertung der Messergebnisse anhand linearer Regression wird eine Kalibrati-
onsgerade nach folgendem Verdu¨nnungsschema erstellt:
Reagenzien Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5
0,125 0,250 0,500 1,000 2,000
[mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
Arbeitsstandard [ml] 1,0 Std 2 1,0 Std 3 1,0 Std 4 1,0 Std 5 2,0
Aqua bidest. [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 -
Tabelle (3.2.2) Verdu¨nnungsreihe der Standards von Vitamin C
Bei dieser Methode wurde ein durchschnittlicher Korrelationskoeffizient R2 =0,9999 er-
zielt.
Probenaufarbeitung
Um das Probenplasma zu gewinnen, wird das Vollblut bei 1000 U/min 15 Minuten lang
zentrifugiert und das Plasma fu¨r die weitere Aufbereitung abpipettiert.
Die Probenansa¨tze werden nach folgendem Pipettierschema erstellt:
Die Ansa¨tze werden 5 Minuten lang bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert, um
mit Hilfe der TCA-Lo¨sung Proteine zu fa¨llen und anschließend 10 Minuten lang bei 2000
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Reagenzien [ml] Leerwert Standard Probe
Aqua bidest. 0,5 - -
Standard 1-5 - 0,5 -
Probenplasma - - 0,5
TCA-Lsg 1,0 1,0 1,0
Tabelle (3.2.3) Pipettierschema fu¨r die Testansa¨tze von Vitamin C
U/min zentrifugiert. Der Plasmau¨berstand wird abgenommen und in das vorgelegte Far-
bragenz pipettiert.
Reagenzien [ml] Leerwert Standard Probe
Farbreagenz 1,25 1,25 1,25
Plasmau¨berstand 0,5 0,5 0,5
Tabelle (3.2.4) Fortsetzung: Pipettierschema fu¨r die Testansa¨tze von Vitamin C
Nach erneuter Inkubation von einer Minute und Durchmischen am Vortexer, erfolgt die
sofortige Messung bei einer Wellenla¨nge von 595 nm.
3.2.1.5 Auswertung der Messergebnisse
Mittels der in Tabelle (3.2.2) ermittelten Kalibriergeraden mit bekannten Konzentrationen
konnten die Ascorbinsa¨ure-Konzentrationen der Proben in mg/dl direkt berechnet werden.
3.2.1.6 Qualita¨t der Methode
Die Analysengenauigkeit wird durch Berechnung des Variationskoeffizienten anhand ei-
ner 10er-Bestimmung ermittelt - der Variationskoeffizient dieser Methode betrug: Inter-
VK = 0,84 %.
Zur Sicherung einer konstanten Qualita¨t wurden pro Blutaufbereitungstag einzelne Pro-
ben im Doppelansatz analysiert und daraus ein mittlerer Variationskoeffizient berechnet:
Intra-VK = 1,15 %.
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3.2.2 Bestimmung von Glutathion im Vollblut
3.2.2.1 Prinzip der Methode
Die Bestimmung von Glutathion im Vollblut erfolgt nach der von Beutler et al. (1963)
erarbeiteten Methode. Dabei wird durch Ha¨molyse das Glutathion aus den Erythrozy-
ten freigesetzt. Das Prinzip besteht in der Oxidation des Glutathions (GSSG) durch 5,5‘-
Dithiobis-2-nitrobenzoesa¨ure (DTNB) und der Abspaltung der Sulfhydrylgruppe des re-
duzierten Glutathions (GSH), bei gleichzeitiger Reduktion der DTNB zur 2-Nitro-5-thio-
benzoesa¨ure (TNB), wodurch eine Farbreaktion erzeugt wird, welche bei einer Wellen-
la¨nge von 412 nm photometrisch gemessen werden kann. [Beutler et al., 1963]
DTNB + 2 GSH −−−−−−−−−−−−−→ GSSG + 2 TNB
Da der Gehalt dieses Farbkomplexes a¨quivalent zum Gehalt an Glutathion ist, la¨sst sich
durch Miteinbeziehen des Ha¨matokritwertes die Menge an Glutathion in den Erythrozy-
ten quantifizieren.
3.2.2.2 Materialien und Gera¨te
Die folgend aufgelisteten Reagenzien wurden fu¨r den Nachweis von Glutathion beno¨tigt:
Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Aqua bidest. - -
5,5‘-Dithiobis-2-nitrobenzoesa¨ure Sigma-Aldrich Chemicals 28545126
(DTNB)
L-Glutathion (reduziert) Sigma-Aldrich Chemicals 42515
Natriumchlorid Carl Roth GmbH 92652
Natriumcitrat Sigma Aldrich Chemicals 180450
Natriumphosphat dibasich (wasserfrei) Sigma Aldrich Chemicals 71640
meta-Phosphorsa¨ure Sigma-Aldrich Chemicals 04103
Natrium- EDTA Riedel de Hae¨n 31434
Tabelle (3.2.5) Reagenzien zum Nachweis von Glutathion
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Folgende Gera¨te wurden bei dieser Methode verwendet:
• Hitachi U-1100 Spectrophotometer (UV/VIS) und Kunststoff-Makroku¨vetten VWR
International GmbH
• Pra¨zisionswaage und pH-Meter
• Vortex Heidolph REAX 2000
• Ultraschallbad Brandelin Sonorex und Magnetru¨hrer
• Faltenfilter Rotilabo, Glastrichter, Kolbenhubpipetten diverser Voluminer, Pasteur-
pipetten, diverse Glasmaterialien
3.2.2.3 Gebrauchslo¨sungen
• Phosphatlo¨sung [0,3mol/l]: es werden 42,588 g Dinatriumhydrogenphosphat mit
aqua bidest. auf 1000ml aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist 3-6 Monate bei Raumtemperatur haltbar)
• Fa¨llungslo¨sung: es werden zuerst 300g Natriumchlorid in einen 1000ml Messkol-
ben u¨berfu¨hrt und mit aqua bidest. bedeckt; wa¨hrenddessen werden 2 g Natrium-
EDTA in ca. 100 ml aqua bidest. auf dem Magnetru¨hrer gelo¨st; die beiden Lo¨sungen
werden dann vereint und mit aqua bidest. bis 1000 ml aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist 3-6 Monate bei Raumtemperatur haltbar)
Der L-Glutathion-Arbeitsstandard und das Farbreagenz sind am jeweiligen Untersuchungs-
tag immer frisch herzustellen.
• L-Glutathion-Arbeitsstandard [60 mg/dl]: es werden 15 mg L-Glutathion (redu-
ziert) in 25ml aqua bidest. gelo¨st.
• Farbreagenz: es werden 10 mg DTNB + 250 mg Natriumcitrat in 25ml aqua bidest.
aufgelo¨st.
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3.2.2.4 Durchfu¨hrung
Fu¨r die Auswertung der Messergebnisse anhand linearer Regression wird eine Kalibrati-
onsgerade nach folgendem Verdu¨nnungsschema erstellt:
Reagenzien Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5
3,75 7,50 15,00 30,00 60,00
[mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] [mg/dl]
Arbeitsstandard [ml] 1,0 Std 2 1,0 Std 3 1,0 Std 4 1,0 Std 5 2,0
Aqua bidest. [ml] 1,0 1,0 1,0 1,0 -
Tabelle (3.2.6) Verdu¨nnungsreihe der Standards von Glutathion
Bei dieser Methode wurde ein durchschnittlicher Korrelationskoeffizient R2 =0,9999 er-
zielt.
Probenaufarbeitung
Da die GSH-Konzentration direkt im Vollblut der Probanden photometrisch ermittelt
wird, ist keine Aufbereitung der Proben erforderlich.
Die Probenansa¨tze werden nach vorsichtigem Durchmischen der Proben nach folgendem
Pipettierschema erstellt:
Reagenzien [ml] Leerwert Standard Probe
Aqua bidest. 2,0 1,8 1,8
Standard 1-5 - 0,2 -
Vollblut - - 0,2
Fa¨llungs-Lsg 3,0 3,0 3,0
Tabelle (3.2.7) Pipettierschema fu¨r die Testansa¨tze von Glutathion
Die Ansa¨tze werden 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend u¨ber
Trichter und Faltenfilter filtriert. Aus diesem Filtrat wird nun je 1 ml entnommen und
folgende Reagenzien werden hinzugegeben.
51
Reagenzien [ml] Leerwert Standard Probe
Filtrat 1,0 1,0 1,0
Phosphat-Lsg 4,0 4,0 4,0
Farbreagenz 0,5 0,5 0,5
Tabelle (3.2.8) Fortsetzung: Pipettierschema fu¨r die Testansa¨tze von Glutathion
Nach intensivem Durchmischen der Ansa¨tze am Vortex erfolgt die sofortige Messung
photometrisch bei einer Wellenla¨nge von 412 nm.
3.2.2.5 Auswertung der Messergebnisse
Mittels der in Tabelle (3.2.6) ermittelten Kalibriergeraden mit bekannten Konzentrationen
ko¨nnen die L-Glutathion-Konzentrationen der Proben in mg/dl Vollblut direkt berechnet
werden. Um die GSH- Konzentration in den Erythrozyten in mg/dl zu erhalten, muss
anschließend der jeweilige Ha¨matokritwert miteinbezogen werden. Dies kann man mit
Hilfe folgender Formel berechnen:
GSHErythrozyten[mg/dl] =
GSHVollblut [mg/dl]∗100
Haematokrit[%]
3.2.2.6 Qualita¨t der Methode
Die Analysengenauigkeit wird durch Berechnung des Variationskoeffizienten anhand ei-
ner 10er-Bestimmung ermittelt - der Variationskoeffizient dieser Methode betrug:
Inter-VK = 2,46 %.
Zur Sicherung einer konstanten Qualita¨t wurden pro Blutaufbereitungstag einzelne Pro-
ben im Doppelansatz analysiert und daraus ein mittlerer Variationskoeffizient berechnet:
Intra-VK = 0,96 %.
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3.3 High Performance Liquid Chromatography HPLC
Alle im Zuge dieser Studie anhand der Fu¨ssigkeitschromatographie untersuchten Para-
meter wurden mittels Reversed Phase-HPLC bestimmt. Die Funktionsweise dieses Ver-
fahrens beruht auf der Verwendung einer polaren mobilen und einer unpolaren stationa¨en
Phase, sodass die Eluenten in der mobilen Phasen lo¨slich sind und Wechselwirkungen mit
der stationa¨ren Phase eingehen ko¨nnen und dadurch verschiedene Retentionszeiten erzielt
werden.
3.3.1 Bestimmung von Vitamin A, Vitamin E und Carotinoiden im Blutplasma
3.3.1.1 Prinzip der Methode
Modifiziert nach der Methode von Jakob & Elmadfa, 1995 erfolgt die Bestimmung von
Vitamin A (Retinol) und Vitamin E (α-Tocopherol und γ-Tocopherol) mittels Reversed
Phase-HPLC mit nachfolgender UV-Detektion. Der quantitative Nachweis der Caroti-
noide (Lutein, Cryptoxanthin, Lycopin, α-Carotin und β -Carotin) wird mittels Reversed
Phase-HPLC und anschließender Fluoreszenz-Detektion durchgefu¨hrt.
Beide Methoden beruhen auf der chromatographischen Auftrennung der einzelnen Para-
meter auf Grund ihrer unterschiedlichen Polarita¨t [Jakob und Elmadfa, 1995].
3.3.1.2 Materialien und Gera¨te
Die folgend aufgelisteten Reagenzien wurden bei dieser Methode verwendet:
Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Aqua bidest. - -
Ammoniumacetat Merck KGaA -
Ethanol (96%) p.a. Merck KGaA 438122583748
Hexan Merck KGaA 40020191913
Acetonitril fu¨r HPLC Merck KGaA 1415130807
Dichlormethan fu¨r HPLC Merck KGaA 602004003
Methanol chromasolv fu¨r HPLC Merck KGaA 60300100X
Referenzlo¨sung β -Carotin Chromosystems Instruments 0026/0027
53
Chemicals GmbH
Referenzlo¨sung Retinol + Immundiagnostik AG KC 1600KO
α-Tocopherol
Tabelle (3.3.1) Reagenzien zum Nachweis von Vitamin A, Vitamin E und
Carotinoiden im Plasma
Folgende Gera¨te wurden wurden fu¨r die Bestimmung von Vitamin A, Vitamin E und
Carotinoiden verwendet:
• Braunglaseprouvetten mit Glasstopfen
• Mischrad, Stuart Scientific
• Votex-Ru¨ttler, KA Labortechnik, KS 125 basic
• Zentrifuge, Heraeus Megafuge 40, Thermo Scientific
• Wasserbad, GFL
• HPLC: LaChrom Merck Hitachi
– Sa¨ule: LiChrospher 100, RP-18 (5 µm), Merck
– Autosampler L-7250, Hitachi
– Pumpe L-7100, Hitachi
– Sa¨uleo¨fen L-7300, Hitachi
– Interface D-7000, Hitachi
– UV-Detektor L-7400, Hitachi und Fluoreszenzdetektor F1050
– Software: EZChrom Elite, Version 3.2
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3.3.1.3 HPLC: Gera¨teeinstellungen
Mobile Phase: 72% Acetonitril (A)
(250 mg Ammoniumacetat in 10 ml Aqua bidest.
auflo¨sen und in 1L Acetonitril mischen)
10% Methanol (B)
18% Dichlormethan (C)
Injektionsvolumen: 100 µl
Flow: 0,8 bzw. 1,4 ml/min
Sa¨ulentemperatur: 20◦C
Wellenla¨nge: UV-Detektor
Retinol: 325 nm, Carotinoide: 450 nm
Fluoreszenzdetektor
Tocopherole: Excitationswellenla¨nge (Ex) 295 nm
Emissionswellenla¨nge (Em) 330 nm
Laufzeit pro Plasmaprobe: 25 min
Zeit t [min] Laufmittelzusammensetzung Flow [ml/min]
0 A: 72% B: 10% C: 18% 0,8
10 A: 72% B: 10% C: 18% 0,8
11 A: 72% B: 10% C: 18% 1,4
24 A: 72% B: 10% C: 18% 1,4
25 A: 72% B: 10% C: 18% 0,8
Tabelle (3.3.2) Laufmittelzusammensetzung und Flussrate (Flow) pro Zeiteinheit fu¨r
die Analysen von Vitamin A, Vitamin E und den Carotionoiden im
Plasma (A: Acetonitril, B: Methanol, C: Dichlormethan)
3.3.1.4 Durchfu¨hrung
Nach Auftauen des Heparin-Plasmas werden in Braunglaseprouvetten 1000 µl der Probe
mit 1 ml Ethanol zur Fa¨llung der Proteine, sowie 100 µl Ethyl-Apo-Carotinat & Tocol
als Interner Standard versetzt. Anschließend erfolgt die Zugabe von 5 ml Hexan und das
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Vortexen der verschlossenen Eprouvetten fu¨r ungefa¨hr drei Minuten. Danach werden die
Probenansa¨tze 30 Minuten am Mischrad gemischt und schließlich drei Minuten lang bei
3000 U/min zentrifugiert, sodass die gefa¨llten Bestandteile sedimentieren und die Hexan-
phase mit den gelo¨sten fettlo¨slichen Bestandteilen einen U¨berstand bildet.
Fu¨r die Analyse von Vitamin A, Vitamin E und der ausgewa¨hlten Carotinoide werden nun
500 µl dieses U¨berstandes abpipettiert und im Wasserbad bei rund 40 ◦C unter Stickstoff-
begasung bis zur Trockene abgedampft.
Der Ru¨ckstand wird fu¨r die Analyse in 200 µl mobiler Phase (Zusammensetzung wie zum
Zeitpunkt t=0, siehe Tabelle 3.3.2) resuspendiert.
Es werden 170 µl der gut gevortexten Resuspension in ein Vial mit Inlett pipettiert und
mit Hilfe der RP-HPLC analysiert. Dabei wurden die Carotinoide bei einem Extinktions-
maximum von 450 nm und Vitamin A bei 325 nm detektiert.
Die chromatographische Auftrenntung der Tocopherole (Ex: 295 nm und Em: 330 nm)
wurde mittels Fluoreszenz-Detektor ermittelt.
3.3.1.4.1 Chromatogramme
Abbildung (8) Chromatogramm von Retinol, Lutein, Ethyl-Apo-Carotinat,
β -Cryptoxanthin, Lycopin, α-Carotin und β -Carotin
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Abbildung (9) Chromatogramm von Tocol, γ-Tocopherol (γ-Toc) und α-Tocopherol
(α-Toc)
3.3.1.5 Auswertung der Messergebnisse
Anhand der ermittelten Kalibriergeraden fu¨r jeden der ausgewa¨hlten Parameter (Retinol,
Lutein, Cryptoxanthin, Lycopin, α- Carotin, β - Carotin; α- Tocopherol und γ- Toco-
pherol) durch je 4 Einzelstandards mit bekannter Konzentration erfolgte die Auswertung
mittels linearer Regression. Ein Verdu¨nnungsfaktor von zwei, welcher sich durch die Pro-
benaufbereitung ergab, wurde in den Berechnungen mitberu¨cksichtigt.
Die so erhaltenen Konzentrationen in ng/ml wurden anschließend in µmol/l umgerechnet.
Parameter Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 R2
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Retinol 400 300 200 100 0,9986
Lutein 266,7 200 133,3 66,7 0,9982
Cryptoxanthin 266,7 133,3 100 66,7 0,9991
Lycopin 266,7 133,3 100 66,7 0,9994
α- Carotin 160 80 40 - 0,9999
β - Carotin 266,7 133,3 100 66,7 0,9998
α- Tocopherol 8000 6000 4000 2000 0,9983
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γ- Tocopherol 2666,7 2000 1333,3 666,7 0,9994
Tabelle (3.3.3) Standardkonzentrationen (ng/ml) der Kalibriergeraden fu¨r Vitamin A,
Vitamin E und die Carotinoide
3.3.1.6 Qualita¨t der Methode
Die Analysengenauigkeit wird durch Berechnung des Variationskoeffizienten anhand ei-
ner 10er-Bestimmung ermittelt - der Variationskoeffizient dieser Methode wird als Inter-
VK bezeichnet.
Zur Sicherung einer konstanten Qualita¨t wurde an jedem Analysetag eine Kontrollprobe
im Doppelansatz analysiert und daraus ein mittlerer Variationskoeffizient berechnet, der
sogenannte Intra-VK.
Beide Werte sind fu¨r alle ausgewa¨hlten Parameter in folgender Tabelle als Gesamtu¨ber-
sicht aufgelistet:
Parameter Inter-VK [% ] Intra-VK [% ]
Retinol 1,94 2,50
Lutein 2,65 5,65
β -Cryptoxanthin 4,30 4,83
Lycopin 7,53 8,56
α- Carotin 6,46 8,18
β - Carotin 5,43 5,51
α- Tocopherol 2,84 7,47
γ- Tocopherol 4,13 7,16
Tabelle (3.3.4) Intra- und Inter-VK [%] der Analyse von Vitamin A, Vitamin E und die
Carotinoide im Plasma
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3.3.2 Bestimmung von Ubichinon 50 im Blutplasma
3.3.2.1 Prinzip der Methode
Die Bestimmung von Ubichinon 50 (Coenzym Q10) erfolgt mittels Reversed Phase-
HPLC mit nachfolgender UV-Detektion.
3.3.2.2 Materialien und Gera¨te
Die folgend aufgelisteten Reagenzien wurden fu¨r die Bestimmung von Ubichinon 50 ver-
wendet:
Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Aqua bidest. - -
Ammoniumacetat Merck KGaA
Ethanol (96%) p.a. Merck KGaA 438122583748
Hexan Merck KGaA 40020191913
Acetonitril fu¨r HPLC Merck KGaA 1415130807
Dichlormethan fu¨r HPLC Merck KGaA 602004003
Methanol chromasolv fu¨r HPLC Merck KGaA 60300100X
Referenzlo¨sung Coenzyme Q10 Chromosystems Instruments & 0092/0093
Chemicals GmbH
Tabelle (3.3.5) Reagenzien zum Nachweis von Ubichinon 50 im Plasma
Folgende Gera¨te wurden bei dieser Methode verwendet:
• Braunglaseprouvetten mit Glasstopfen
• Mischrad, Stuart Scientific
• Votex-Ru¨ttler, KA Labortechnik, KS 125 basic
• Zentrifuge, Heraeus Megafuge 40, Thermo Scientific
• Wasserbad, GFL
• HPLC: LaChrom Merck Hitachi
– Sa¨ule: LiChrospher 100, RP-18 (5 µm), Merck
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– Autosampler L-7250, Hitachi
– Pumpe L-7100, Hitachi
– Sa¨uleo¨fen L-7300, Hitachi
– Interface D-7000, Hitachi
– Uv-Detektor L-7400, Hitachi
– Software: EZChrom Elite, Version 3.2
3.3.2.3 HPLC: Gera¨teeinstellungen
Mobile Phase: 20% Acetonitril (A)
(250 mg Ammoniumacetat in 10 ml Aqua bidest.
auflo¨sen und in 1L Acetonitril mischen)
40% Methanol (B)
40% Dichlormethan (C)
Injektionsvolumen: 100 µl
Flow: 1,0 ml/min
Sa¨ulentemperatur: 20◦C
Wellenla¨nge: UV-Detektor
Ubichinon 50: 275nm
Laufzeit pro Plasmaprobe: 8 min
Zeit [min] Laufmittelzusammensetzung Flow [ml/min]
0-8 A: 20% B: 40% C: 40% 1,0
Tabelle (3.3.6) Laufmittelzusammensetzung und Flussrate (Flow) pro Zeiteinheit fu¨r
die Analyse von Ubichinon 50 im Plasma (A: Acetonitril, B: Methanol,
C: Dichlormethan)
3.3.2.4 Durchfu¨hrung
Nach Auftauen des Heparin-Plasmas werden in Braunglaseprouvetten 1000 µl der Probe
mit 1 ml Ethanol zur Fa¨llung der Proteine versetzt. Anschließend erfolgt die Zugabe von
5 ml Hexan und das Vortexen der verschlossenen Eprouvetten fu¨r ungefa¨hr drei Minuten.
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Danach werden die Probenansa¨tze 30 Minuten am Mischrad gemischt und schließlich drei
Minuten lang bei 3000 U/min zentrifugiert, sodass die gefa¨llten Bestandteile sedimentie-
ren und die Hexanphase mit den gelo¨sten fettlo¨slichen Bestandteilen einen U¨berstand
bildet.
Fu¨r die Analyse von Ubichinon 50 werden nun 500 µl dieses U¨berstandes abpipettiert
und im Wasserbad bei rund 40 ◦C unter Stickstoffbegasung bis zur Trockene abgedampft.
Der Ru¨ckstand wird fu¨r die Analyse in 200 µl mobiler Phase resuspendiert.
3.3.2.5 Chromatographische Auftrennung
Es werden 170 µl der gut gevortexten Resuspension in ein Vial mit Inlett pipettiert und mit
Hilfe der RP-HPLC analysiert. Dabei wird Ubichinon 50 bei einem Extinktionsmaximum
von 275 nm absorbiert und detektiert.
3.3.2.5.1 Chromatogramm
Abbildung (10) Chromatogramm von Ubichinon 50 (Ubi50) im Plasma
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3.3.2.6 Auswertung der Messergebnisse
Anhand der ermittelten Kalibriergeraden fu¨r diesen Parameter durch je 5 Einzelstandards
mit bekannter Konzentration erfolgte die Auswertung mittels linearer Regression. Ein
Verdu¨nnungsfaktor von zwei, welcher sich durch die Probenaufbereitung ergab, wurde in
den Berechnungen mitberu¨cksichtigt.
Die so erhaltenen Konzentrationen in ng/ml wurden anschließend in µmol/l umgerechnet.
Parameter Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5
[µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] [µg/ml]
Ubichinon 50 100 200 300 400 500
Tabelle (3.3.7) Standardkonzentration (µg/ml) der Kalibriergeraden fu¨r Ubichinon 50
Bei dieser Methode wurde ein durchschnittlicher Korrelationskoeffizient von R2 =0,9999
erzielt.
3.3.2.7 Qualita¨t der Methode
Die Analysengenauigkeit wird durch Berechnung des Variationskoeffizienten anhand ei-
ner 10er-Bestimmung ermittelt - der Variationskoeffizient dieser Methode betrug:
Inter-VK = 3,70 %.
Zur Sicherung einer konstanten Qualita¨t wurde an jedem Analysetag eine Kontrollpro-
be im Doppelansatz analysiert und daraus ein mittlerer Variationskoeffizient berechnet:
Intra-VK = 8,34 %.
3.3.3 Bestimmung von Vitamin K1 im Blutplasma
3.3.3.1 Prinzip der Methode
Die Bestimmung von Vitamin K1 (Phyllochinon) wurde ebenso mit einer Reversed-Phase
HPLC mit einer C-18 Sa¨ule durchgefu¨hrt.
Um die Detektion dieses Parameters so vollsta¨ndig, wie mo¨glich durchzufu¨hren, wurde
eine nachgeschaltete Zinksa¨ule eingesetzt, um Naphtochinone zu Hydrochinonen zu re-
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duzieren, sodass alle Substanzen anschließend mit einem Fluoreszenzdetektor bestimmt
werden ko¨nnen (modifiziert nach Jakob & Elmadfa, 1995).
3.3.3.2 Materialien und Gera¨te
Die folgend aufgelisteten Reagenzien wurden fu¨r die Bestimmung von Phyllochinon ver-
wendet:
Reagenzien Hersteller Artikelnummer
Aqua bidest. - -
Ethanol (96%) p.a. Merck 438122583748
Essigsa¨ure (99,8% ) Fluka Analytical 60320
Hexan Merck KGaA 40020191913
Natriumacetat (wasserfrei) Sigma-Aldrich Chemicals 0001442913
Phyllochinon Merck KGaA -
2’,3’-Dihydrophyllochinon Hoffmann La Roche -
Zinkpulver (Partikelgro¨ße <45µm) Merck KGaA -
Dichlormethan fu¨r HPLC Merck KGaA 602004003
Methanol chromasolv fu¨r HPLC Merck KGaA 60300100X
Zinkchlorid fu¨r HPLC Riedel-de Hae¨n -
Referenzlo¨sung Vitamin K1 Immundiagnostik AG KC2400KO
Tabelle (3.3.8) Reagenzien zum Nachweis von Phyllochinon im Plasma
Folgende Gera¨te wurden bei dieser Methode verwendet:
• Braunglaseprouvetten mit Glasstopfen
• Mischrad, Stuart Scientific
• Votex-Ru¨ttler, KA Labortechnik, KS 125 basic
• Zentrifuge, Heraeus Megafuge 40, Thermo Scientific
• Wasserbad, GFL
• HPLC: LaChrom Merck Hitachi
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– Sa¨ule: ODS-Hypersil, 5 µm, 250 mm x 4,6 mm i. D. Shandon
– Vorsa¨ule: ODS-Hypersil, 5 µm, 20 mm x 4,6 mm i. D. Shandon
– Reduktionssa¨ule:
Edelstahlkartusche mit Zinkpulver stopfen; an jedem Ende mit einem Edel-
stahlsieb, drei Glasfaserfiltern, einem Edelstahlsieb, einer Kunststoffdichtung
und einem Abschlussstopfen abdichten;
– Autosampler Ultimate 3000, Doinex
– Pumpe L-2130, Hitachi
– Sa¨uleo¨fen Ultimate 3000, Dionex
– Interface D-7000, Hitachi
– Fluoreszenzdetektor RF 2000, Dionex
– Software: Chromeleon Dionex, Verion 6.80 SR10 Build 2818
3.3.3.3 HPLC: Gera¨teeinstellungen
Mobile Phase: 90% Methanol (A)
9,5% Dichlormethan (B)
0,5% Zinkchlorid (C)
Injektionsvolumen: 100 µl
Flow: 1,0 ml/min
Sa¨ulentemperatur: 20◦C
Wellenla¨nge: Fluoreszenzdetektor
Phyllochinon: Excitationswellenla¨nge (Ex) 243 nm
Emissionswellenla¨nge (Em) 430 nm
Laufzeit pro Plasmaprobe: 12 min
3.3.3.4 Gebrauchslo¨sungen
• Methanolische Zinkchlorid-Lo¨sung: es werden 27,3 g Zinkchlorid + 8,2 g Natrium-
acetat + 6 g Essigsa¨ure mit Methanol auf 100 ml aufgefu¨llt.
(diese Lo¨sung ist bis zum Verbrauch bei 4-8◦C (im Ku¨hlschrank) haltbar)
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Zeit [min] Laufmittelzusammensetzung Flow [ml/min]
0-12 A: 90% B: 9,5% C: 0,5% 1,0
Tabelle (3.3.9) Laufmittelzusammensetzung und Flussrate (Flow) pro Zeiteinheit fu¨r
die Analyse von Phyllochinon im Plasma (A: Methanol, B:
Dichlormethan, C: Zinkchlorid)
3.3.3.5 Durchfu¨hrung
Die Vorbereitung der Probenansa¨tze fu¨r die Bestimmug von Vitamin K1 erfolgte im Zuge
der Aufbereitung von Vitamin A, Vitamin E und der Carotinoide, sowie von Ubichinon
50 (siehe 3.3.1.4/ 3.3.2.4).
Vor der Zugabe von 5 ml Hexan werden jedoch 100µl 2’,3’-Dihydrophyllochinon-Lo¨sung
als interner Standard zu den vorbereiteten Plasmaproben hinzugefı¨gt.
Fu¨r die Analyse von Phyllochinin werden nun 3800 µl des u¨brig gebliebenen Extraktes
abpipettiert und im Wasserbad bei rund 40 ◦C unter Stickstoffbegasung bis zur Trockene
abgedampft.
Der Ru¨ckstand wird fu¨r die Analyse in 200 µl mobiler Phase resuspendiert.
3.3.3.6 Chromatographische Auftrennung
Es werden 150 µl der gut gevortexten Resuspension in ein Vial mit Inlett pipettiert und
analysiert. Die Detektion von Phyllochinon (Ex: 243 nm und Em: 430 nm) erfolgt mittels
Fluoreszenz-Detektor.
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3.3.3.6.1 Chromatogramm
Abbildung (11) Chromatogramm von α-Phyllochinon (1-Vk1) und
2’,3’-Dihydrophyllochinon (2-DHVK1) im Plasma
3.3.3.7 Auswertung der Messergebnisse
Fu¨r die Auswertung der Messergebnisse mit Hilfe der internen Standardmethode wird ei-
ne Kalibrationsgerade anhand 5 Phyllochinon-Einzelstandards mit bekannter Konzentra-
tion erstellt. Diesen Standards wurde 2’,3’-Dihydrophyllochinon, ebenfalls mit bekannter
Konzentration, als interner Standard hinzugefu¨gt. Die Quantifizierung der im Blutplasma
enthaltenen Vitamin K1-Konzentrationen erfolgte mittels des Peakfla¨chenverha¨ltnisses
zwischen Phylochinon und 2’,3’-Dihydrophyllochinon.
Ein Verdu¨nnungsfaktor von zwei, welcher sich durch die Probenaufbereitung ergab, wur-
de in den Berechnungen mitberu¨cksichtigt.
Die so erhaltenen Konzentrationen in ng/ml wurden anschließend in µmol/l umgerechnet.
α-Phyllochinon 2’,3’-Dihydrophyllochinon
[ng/ml mobile Phase] [ng/ml mobile Phase]
Standard 1 2 10
Standard 2 5 10
Standard 3 10 10
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Standard 4 15 10
Standard 5 20 10
Tabelle (3.3.10) Phyllochinon-Standardkonzentration und 2’,3’-Dihydrophyllochinon
[ng/ml mobile Phase]
3.3.3.8 Qualita¨t der Methode
Die Analysengenauigkeit wird durch Berechnung des Variationskoeffizienten anhand ei-
ner 10er-Bestimmung ermittelt - der Variationskoeffizient dieser Methode betrug:
Inter-VK = 6,25 %.
Zur Sicherung einer konstanten Qualita¨t wurde an jedem Analysetag eine Kontrollpro-
be im Doppelansatz analysiert und daraus ein mittlerer Variationskoeffizient berechnet:
Intra-VK = 6,87 %.
3.4 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm SPSS Statistics Version
17.0 fu¨r Microsoft Windows 7 Home Premium durchgefu¨hrt.
Es wurden Ausreißer bereinigt und es folgte die U¨berpru¨fung der Daten auf Normalver-
teilung mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest.
Zum Vergleich etwaiger Unterschiede zwischen Betroffenen (Gilbert’s Syndrom)/Nicht-
Betroffenen (Kontrolle), Ma¨nnern/Frauen oder der Unterschied zwischen zwei Alters-
gruppen wurde im Falle einer Normalverteilung der Daten der T-Test fu¨r zwei unabha¨ngige
Stichproben angewandt. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney -U-
Test fu¨r zwei unabha¨ngige Stichproben zur Berechnung mo¨glicher singnifikanter Unter-
schiede verwendet.
Der Vergleich von mehr als zwei Gruppen (Vergleich einzelner Altersgruppen, Bilirubin-
konzentration in 4 Kategorien) erfolgte anhand der einfaktoriellen ANOVA. Gesetzt dem
Fall, dass die Daten nicht normalverteilt waren beziehungsweise ihre Varianzenhomoge-
nita¨t nicht gegeben war, wurde der Kruskall-Wallis-H-Test verwendet. Bei signifikantem
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Ergebnis der ANOVA wurde, um aufzuzeigen welche Gruppen untereinander signifikant
sind, bei Daten mit gleicher Varianz als post-hoc Test der Bonferroni-Test verwendet. War
die Varianzenhomogenita¨t nicht gegeben, wurde der Games Howel-Test herangezogen.
Zusa¨tzlich wurde, um bisweilen unbedachte Zusammenha¨nge aufzudecken, die Korre-
lation nach Pearson im Falle der Normalverteilung der Werte oder nach Spearman bei
nicht-normalverteilten Variablen angewandt.
Signifikanzniveaus:
# P = 0,05–0,1 Tendenz
* P <0,05 signifikant
** P <0,01 hoch signifikant
4 Ergebnisse und deren Diskussion
In diesem Abschnitt dieser Arbeit werden die erhaltenen Ergebnisse veranschaulicht und
anschließend diskutiert. Im Text und in den Tabellen wird jeweils die durchschnittliche
Plasmakonzentration (arithmetischer Mittelwert) des jeweiligen Parameters, wenn nicht
anders angegeben, verwendet.
Die Angabe der Plasmakonzentrationen der einzelnen Parameter erfolgt in µmol/L, wo-
bei die Werte fu¨r Vitamin K1 in nmol/L und fu¨r Glutathion in mmol/L angegeben sind.
Einen allgemeinen U¨berblick der durchschnittlich erhaltenen Konzentrationen im Plasma
(Mittelwert ± Standardabweichung) der einzelnen Parameter gibt die Tabelle 4.1.1.
Prinzipiell konnten fu¨r die Bilirubin-Studie ingesamt 100 Teilnehmer rekrutiert, ihr Blut
abgenommen sowie analysiert werden (siehe Kapitel 3.1). In die endgu¨ltige Auswer-
tung wurden schließlich die Werte von 76 Teilnehmern, die alters- und geschlechtsge-
matched sind, miteinbezogen. Der Ausschluss aus der Studienpopulation der u¨birgen
24 Studienteilnehmer erfolgte zum Einen aufgrund nicht eindeutig zuordenbarer UCB-
Konzentrationen und zum Anderen wurde insbesondere darauf geachtet, dass die Fall-
beziehungsweise Kontrollgruppe auch in anderen Merkmalen, etwa Geschlecht und Alter
u¨bereinstimmen und somit vergleichbar sind.
4.1 Allgemeine Daten
Im Hinblick auf die Konzentration an unkonjugiertem Bilirubin (UCB) konnte, wie er-
wartet, zwischen den beiden Gruppen Gilbert’s Syndrom und Kontrolle ein ho¨chst signi-
fikanter Unterschied (P = 0,000) gemessen werden (Mittelwerte: 31,96± 13,64 und 10,27
± 3,31 µmol UCB /L Plasma).
Folgende Tabelle gibt einen U¨berblick der durchschnittlichen Konzentration der analy-
sierten Parameter des Studienkollektives, sowie nach Fall- und Kontrollgruppe aufgeteilt:
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4.2 Vitamin A und Carotinoide
4.2.1 Retinol
Retinolkonzentration der Studienteilnehmer
Die Retinol-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich 3,95
± 1,68 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,90 bis maximal 8,44 µmol/L.
Retinolkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte in der Fall-
gruppe von 3,91 ± 1,71 µmol/L sowie 3,95 ± 1,54 µmol/L in der Kontrollgruppe (siehe
Tabelle 4.1.1). Obwohl die Personen der Kontrollgruppe leicht ho¨here Plasmawerte auf-
wiesen, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P = 0,337).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 3,91 ± 1,84 1,50 8,44
10–17,1 µmol/L 3,92 ± 1,31 1,50 6,97
17,2–36 µmol/L 3,78 ± 1,75 0,90 7,18
>36 µmol/L 4,18 ± 1,73 2,66 7,74
Tabelle (4.2.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Retinol in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Werden die Probanden weiter, na¨mlich in vier Bilirubin-Kategorien (<10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L, >36 µmol/L) aufgeteilt, kann man erkennen, dass die
ersten beiden Gruppen mit im Mittel 3,91 ± 1,84 und 3,92 ± 1,31 µmol/L in etwa gleich
hohe Plasmalevel an Retinol aufweisen. Probanden mit einer UCB-Konzentration von
17,2–36 µmol/L zeigen die niedrigsten Retinolwerte, wohingegen jene Gruppe mit der
ho¨chsten Bilirubin-Konzentration auch durchschnittlich die ho¨chste Retinolkonzentration
im Blut zeigen (siehe Tabelle 4.2.1). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz
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auf.
Betrachtet man den Retinolstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an Retinol festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier erwa¨hnt
werden, dass jene Personen u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syndrom den ho¨chsten mittleren
Wert aufweisen (siehe Abbildung 12).
Abbildung (12) Durchschnittliche Retinolkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB
Retinolkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte bei Frauen mit einer durchschnittlichen Konzentration an Retinol von
4,25 ± 1,86 µmol/L im Vergleich zu Ma¨nnern mit 3,80 ± 1,51 µmol/L kein signifikanter
Unterschied in ihrem durchschnittlichem Vitamin A-Status gemessen werden, obwohl
Frauen im Mittel einen ho¨heren Wert aufweisen (siehe Abbildung 13).
72
Abbildung (13) Durchschnittliche Konzentration an Retinol von Frauen im Vergleich
zu Ma¨nnern
4.2.2 Lutein
Luteinkonzentration der Studienteilnehmer
Die Lutein-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich 0,34
± 0,24 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,11 bis maximal 1,51 µmol/L.
Luteinkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte von 0,29
± 0,15 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,30 ± 0,17 µmol/L in der Kontrollgruppe. Ob-
wohl die Personen der Kontrollgruppe leicht ho¨here Plasmawerte aufwiesen, konnte die-
ser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,604).
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So weist jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration die im Mittel geringste
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UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,28 ± 0,17 0,15 0,82
10–17,1 µmol/L 0,31 ± 0,17 0,11 0,83
17,2–36 µmol/L 0,29 ± 0,14 0,14 0,72
>36 µmol/L 0,32 ± 0,17 0,11 0,77
Tabelle (4.2.2) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Lutein in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Konzentration an Lutein im Blut auf. Weiters kann man erkennen, dass die Gruppe mit
den ho¨chsten Bilirubinspiegeln durchschnittlich die gro¨ßten Plasmalevel an Lutein auf-
weisen, na¨mlich 0,32 ± 0,17 µmol/L. Die Gruppe, bei der die Werte fu¨r Bilirubin im
physiologischen Normbereich liegen (10–17,1 µmol/L) konnte die zweitho¨chste Lutein-
konzentration im Durchschnitt mit 0,31 ± 0,17 µmol/L gemessen werden (siehe Tabelle
4.2.2). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den Luteinstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an Lutein festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier erwa¨hnt
werden, dass jene Personen u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syndrom den ho¨chsten mittleren
Wert aufweisen (siehe Abbildung 14).
Luteinkonzentration Frauen und Ma¨nner
So konnte zwischen Frauen mit 0,37 ± 0,23 µmol/L und Ma¨nnern mit 0,27 ± 0,11
µmol/L ein ho¨chst signifikanter Unterschied (P = 0,000) bezu¨glich ihres durchschnitt-
lichen Lutein-Status gemessen werden (siehe Abbildung 15).
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Abbildung (14) Durchschnittliche Luteinkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB
Abbildung (15) Durchschnittliche Konzentration an Lutein von Frauen im Vergleich
zu Ma¨nnern (** Ma¨nner <Frauen, P <0,001)
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4.2.3 β -Cryptoxanthin
β -Cryptoxanthinkonzentration der Studienteilnehmer
Die β -Cryptoxanthin-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnitt-
lich 0,19 ± 0,14 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,03 bis maximal 0,80
µmol/L.
β -Cryptoxanthinkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte von 0,20
± 0,14 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,18 ± 0,11 µmol/L in der Kontrollgruppe. Ob-
wohl die Personen mit Gilbert’s Syndrom etwas ho¨here Plasmawerte an β -Cryptoxanthin
aufwiesen, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,328).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,16 ± 0,10 0,04 0,37
10–17,1 µmol/L 0,20 ± 0,12 0,03 0,51
17,2–36 µmol/L 0,18 ± 0,13 0,03 0,44
>36 µmol/L 0,23 ± 0,15 0,03 0,59
Tabelle (4.2.3) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r β -Cryptoxanthin in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So weist jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration auch die im Mittel ge-
ringste Konzentration an β -Cryptoxanthin im Blut auf. Die beiden Gruppen mit einer
Bilirubin-Konzentration von 10–17,1 µmol/L sowie 17,2–36 µmol/L, zeigen a¨hnliche
Plasmalevel an β -Cryptoxanthin, na¨mlich 0,20 ± 0,12 µmol/L und 0,18 ± 0,13 µmol/L.
Jene Gruppe mit der ho¨chsten Bilirubin-Konzentration zeigt mit durchschnittlich 0,23 ±
76
0,15 µmol/L die ho¨chste β -Cryptoxanthinkonzentration im Blut (siehe Tabelle 4.2.3).
Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den β -Cryptoxanthinstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unter-
schiedliche Gruppen bilden: GS<30 Jahre, Kontrolle<30 Jahre, GS>30 Jahre und Kon-
trolle >30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander konnte ein ho¨chst signifikanter Unterschied
(P = 0,000) festgestellt werden. So weist jene Gruppe u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syn-
drom mit 0,30 ± 0,15 µmol/L eine signifikant ho¨here Konzentration an β -Cryptoxanthin
(MW ± sd) im Vergleich zu GS unter 30 Jahren auf (P = 0,003). Vergleicht man die-
se Gruppe jedoch mit dem Kontrollkollektiv konnte zu keiner der beiden Gruppen ein
signifikanter Unterschied gefunden werden (siehe Abbildung 16).
Abbildung (16) Durchschnittliche β -Cryptoxanthinkonzentration in Abha¨ngigkeit
vom Alter sowie der Konzentration an UCB (** GS>30 J > GS<30
J, P <0,001)
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β -Cryptoxanthinkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit 0,20 ± 0,11 µmol/L und Ma¨nnern mit 0,19 ±
0,13 µmol/L kein signifikanter Unterschied in ihrem durchschnittlichem β -Cryptoxanthin-
Status gemessen werden, obwohl Frauen im Mittel einen gering ho¨heren Wert aufweisen
(siehe Abbildung 17).
Abbildung (17) Durchschnittliche Konzentration an β -Cryptoxanthin von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.2.4 Lycopin
Lycopinkonzentration der Studienteilnehmer
Die Lycopin-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich 0,26
± 0,14 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,05 bis maximal 0,69 µmol/L.
Lycopinkonzentration Gilbert’ Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an Lyco-
pin von 0,24± 0,14 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,28± 0,15 µmol/L in der Kontroll-
gruppe. Obwohl die Personen der Kontrollgruppe etwas ho¨here Plasmawerte aufwiesen,
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konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,360).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,26 ± 0,14 0,05 0,62
10–17,1 µmol/L 0,30 ± 0,16 0,07 0,69
17,2–36 µmol/L 0,24 ± 0,14 0,09 0,67
>36 µmol/L 0,24 ± 0,15 0,11 0,72
Tabelle (4.2.4) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Lycopin in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So konnte bei jenen beiden Gruppen mit erho¨hten UCB-Konzentrationen die durchschnitt-
lich niedrigsten Werte fu¨r Lycopin mit 0,24 ± 0,14 und 0,24 ± 0,15 µmol/L gemes-
sen werden. Die Gruppe, bei der die Werte fu¨r Bilirubin im physiologischen Normbe-
reich liegen (10–17,1 µmol/L) konnte die im Mittel ho¨chste Lycopinkonzentration mit
0,30 ± 0,16 µmol/L nachgewiesen werden. Jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-
Konzentration zeigen durchschnittliche Werte fu¨r Lycopin von 0,26± 0,14 µmol/L (siehe
Tabelle 4.2.4). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den Lycopinstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an Lycopin festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier er-
wa¨hnt werden, dass jene Personen der Kontrollgruppe u¨ber 30 Jahren den ho¨chsten mitt-
leren Wert aufweisen (siehe Abbildung 18).
79
Abbildung (18) Durchschnittliche Lycopinkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB
Lycopinkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit 0,25 ± 0,11 µmol/L und Ma¨nnern mit 0,27 ±
0,12 µmol/L kein signifikanter Unterschied bezu¨glich ihres durchschnittlichen Lycopin-
Status gemessen werden, obwohl die ma¨nnlichen Probanden im Mittel einen ho¨heren
Wert aufweisen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung (19) Durchschnittliche Konzentration an Lycopin von Frauen im Vergleich
zu Ma¨nnern
4.2.5 α-Carotin
α-Carotinkonzentration der Studienteilnehmer
Die α-Carotin-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich 0,21
± 0,16 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,05 bis maximal 1,02 µmol/L.
α-Carotinkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte von 0,20±
0,14 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,19± 0,11 µmol/L in der Kontrollgruppe. Obwohl
die Personen mit Gilbert’s Syndrom etwas ho¨here Werte an α-Carotin aufwiesen, konnte
dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,282).
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So zeigt jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration auch die durchschnitt-
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UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,16 ± 0,08 0,05 0,26
10–17,1 µmol/L 0,22 ± 0,13 0,05 0,48
17,2–36 µmol/L 0,19 ± 0,13 0,07 0,52
>36 µmol/L 0,21 ± 0,16 0,05 0,48
Tabelle (4.2.5) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r α-Carotin in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
lich geringste Konzentration an α-Carotin im Blut mit 0,16± 0,08 µmol/L auf. Bei jenen
beiden Gruppen mit erho¨hten UCB-Konzentrationen (17,2–36 µmol/L und >36 µmol/L)
konnten im Mittel a¨hnliche Werte fu¨r α-Carotin mit 0,19 ± 0,13 µmol/L sowie 0,21 ±
0,16 µmol/L gemessen werden. Die ho¨chste Konzentration an α-Carotin mit 0,22 ± 0,13
µmol/L zeigt jene Gruppe mit physiologischen Bilirubinlevels (10–17,1 µmol/L) im Plas-
ma (siehe Tabelle 4.2.5). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den α-Carotinstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an α-Carotin festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier
erwa¨hnt werden, dass jene Personen u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syndrom den ho¨chsten
mittleren Wert aufweisen (siehe Abbildung 20).
α-Carotinkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit im Durchschnitt 0,23± 0,13 µmol/L und Ma¨n-
nern mit 0,18 ± 0,12 µmol/L kein signifikanter Unterschied in ihrem α-Carotin-Status
gemessen werden, obwohl die weiblichen Probanden im Mittel eine ho¨here Konzentration
aufweisen (siehe Abbildung 21).
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Abbildung (20) Durchschnittliche α-Carotinkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB
Abbildung (21) Durchschnittliche Konzentration an α-Carotin von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
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4.2.6 β -Carotin
β -Carotinkonzentration der Studienteilnehmer
Die β -Carotin-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich 0,63
± 0,98 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,02 bis maximal 1,72 µmol/L.
β -Carotinkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an β -Caro-
tin von 0,61 ± 0,44 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,58 ± 0,41 µmol/L in der Kon-
trollgruppe. Obwohl die Personen mit Gilbert’s Syndrom etwas ho¨here Konzentrationen
an β -Carotin aufwiesen, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden
(P=0,632).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,54 ± 0,33 0,02 1,02
10–17,1 µmol/L 0,62 ± 0,46 0,02 1,72
17,2–36 µmol/L 0,56 ± 0,44 0,03 1,41
>36 µmol/L 0,69 ± 0,46 0,13 1,67
Tabelle (4.2.6) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r β -Carotin in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So zeigt jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration auch die durchschnitt-
lich geringste Konzentration an β -Carotin im Blut mit 0,54 ± 0,33 µmol/L sowie jene
Gruppe, welche die ho¨chsten Plasmalevels an Bilirubin aufweisen auch die durchschnitt-
lich ho¨chsten Levels an β -Carotin mit 0,69 ± 0,46 µmol/L. Bei der Gruppe mit einer
Bilirubin-Konzentration von 10–17,1 µmol/L konnten im Mittel ein Wert von 0,62 ±
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0,46 µmol/L gemessen werden. Jene Gruppen mit Bilirubinwerten u¨ber dem physiologi-
schen Normwert (17,2–36 µmol/L) zeigten im Durchschnitt eine β -Carotinkonzentration
von 0,56 ± 0,44 µmol/L (siehe Tabelle 4.2.6). Diese Unterschiede weisen jedoch keine
Signifikanz auf.
Betrachtet man den β -Carotinstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich in Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an β -Carotin festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier
erwa¨hnt werden, dass jene Personen u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syndrom den ho¨chsten
mittleren Wert aufweisen (siehe Abbildung 22).
Abbildung (22) Durchschnittliche β -Carotinkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB (# Tendenz: GS>30 J >
Kontrolle>30 J, P = 0,078)
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β -Carotinkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit einer durchschnittlichen β -Carotinkonzentration
von 0,69 ± 0,44 µmol/L und Ma¨nnern β -Carotinkonzentration von 0,56 ± 0,41 µmol/L
kein signifikanter Unterschied gemessen werden, obwohl die weiblichen Probanden im
Mittel ho¨here Levels aufweisen (siehe Abbildung 23).
Abbildung (23) Durchschnittliche Konzentration an β -Carotin von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.3 Vitamin E
4.3.1 α-Tocopherol
α-Tocopherolkonzentration der Studienteilnehmer
Die α-Tocopherol-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnitt-
lich 32,24 ± 8,74 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 3,41 bis maximal
49,60 µmol/L.
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α-Tocopherolkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an α-To-
copherol von 30,64 ± 9,23 µmol/L in der Fallgruppe sowie 33,64 ± 7,57 µmol/L in der
Kontrollgruppe. Obwohl bei Personen der Kontrollgruppe ho¨here Werte an α-Tocopherol
festgestellt wurden, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=
0,454).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 35,72 ± 7,69 23,56 49,31
10–17,1 µmol/L 32,29 ± 7,17 18,91 46,56
17,2–36 µmol/L 31,37 ± 7,96 20,11 49,60
>36 µmol/L 29,03 ± 11,27 3,41 44,06
Tabelle (4.3.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r α-Tocopherol in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So zeigt jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration die durchschnittlich
ho¨chste Konzentration an α-Tocopherol im Blut mit 35,72 ± 7,69 µmol/L. Bei allen an-
deren Gruppen (<10 µmol/L, 10–17,1 µmol/L sowie 17,2–36 µmol/L) konnten im Mittel
sehr a¨hnlich α-Tocopherolkonzentrationen, na¨mlich 32,29 ± 7,17, 31,37 ± 7,96 sowie
29,03 ± 11,27 µmol/L gemessen werden, wobei mit zunehmender Bilirubinkonzentrati-
on die Plasmalevels an α-Tocopherol abnehmen (siehe Tabelle 4.3.1). Diese Unterschiede
weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den α-Tocopherolstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich
zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedli-
che Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle
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>30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an α-Tocopherol festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier
erwa¨hnt werden, dass jene Personen der Kontrollgruppe u¨ber 30 Jahren den ho¨chsten mitt-
leren Wert aufweisen (siehe Abbildung 24).
Abbildung (24) Durchschnittliche α-Tocopherolkonzentration in Abha¨ngigkeit vom
Alter sowie der Konzentration an UCB
α-Tocopherolkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen weiblichen und ma¨nnlichen Studienteilnehmern mit 32,32
± 8,79 µmol/L sowie 32,16 ± 8,45 µmol/L kein signifikanter Unterschied in ihrem α-
Tocopherol-Status gemessen werden obwohl Frauen hier im Durchschnitt eine ho¨here
Plasmakonzentration aufweisen (siehe Abbildung 25).
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Abbildung (25) Durchschnittliche Konzentration an α-Tocopherol von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.3.2 γ-Tocopherol
γ-Tocopherolkonzentration der Studienteilnehmer
Die γ-Tocopherol-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich
1,42 ± 0,63 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,60 bis maximal 3,89
µmol/L.
γ-Tocopherolkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte von 1,46
± 0,62 µmol/L in der Fallgruppe sowie 1,59 ± 0,94 µmol/L in der Kontrollgruppe. Ob-
wohl Personen der Kontrollgruppe im Mittel ho¨here Plasmawerte aufwiesen, konnte die-
ser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,273).
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So zeigt jene Gruppe mit der niedrigsten Bilirubin-Konzentration im Mittel die ho¨chste
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UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 1,75 ± 0,95 0,60 3,89
10–17,1 µmol/L 1,49 ± 0,91 0,68 5,09
17,2–36 µmol/L 1,54 ± 0,70 0,60 3,32
>36 µmol/L 1,29 ± 0,44 0,85 2,28
Tabelle (4.3.2) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r γ-Tocopherol in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Konzentration an γ-Tocopherol im Plasma mit 1,75± 0,95 µmol/L. Bei den Gruppen mit
Bilirubinkonzentrationen von 10–17,1 µmol/L sowie 17,2–36 µmol/L konnten durch-
schnittlich a¨hnliche Werte fu¨r γ-Tocopherol im Blut, na¨mlich 1,49 ± 0,91 und 1,54 ±
0,70 µmol/L gemessen werden. In der Gruppe mit der ho¨chsten Bilirubinkonzentration
konnte die im Durchschnitt geringste Konzentration an γ-Tocopherol nachgewiesen wer-
den (siehe Tabelle 4.3.2). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den γ-Tocopherolstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich
zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedli-
che Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle
>30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an γ-Tocopherol festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier
erwa¨hnt werden, dass jene Personen der Kontrollgruppe u¨ber 30 Jahren den ho¨chsten
mittleren Wert aufweisen (siehe Abbildung 26).
γ-Tocopherolkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen (1,57 ± 0,93 µmol/L) und Ma¨nnern (1,51 ± 0,75
µmol/L) kein signifikanter Unterschied in puncto ihres durchschnittlichen γ-Tocopherol-
status gemessen werden, obwohl die weiblichen Probanden etwas ho¨here Plasmawerte
aufwiesen (siehe Abbildung 27).
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Abbildung (26) Durchschnittliche γ-Tocopherolkonzentration in Abha¨ngigkeit vom
Alter sowie der Konzentration an UCB
Abbildung (27) Durchschnittliche Konzentration an γ-Tocopherol von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
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4.4 Vitamin K1
Phyllochinonkonzentration der Studienteilnehmer
Die Vitamin K1-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich
0,44 ± 0,64 nmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,05 bis maximal 4,79
nmol/L.
Phyllochinonkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an Phyl-
lochinon von 0,32 ± 0,23 nmol/L in der Fallgruppe sowie 0,47 ± 0,70 nmol/L in der
Kontrollgruppe. Obwohl die Personen der Kontrollgruppe im Durchschnitt leicht ho¨here
Plasmawerte aufwiesen, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden
(P=0,703).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,38 ± 0,25 0,16 1,17
10–17,1 µmol/L 0,33 ± 0,19 0,12 0,82
17,2–36 µmol/L 0,35 ± 0,25 0,12 1,10
>36 µmol/L 0,35 ± 0,33 0,05 1,24
Tabelle (4.4.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Phyllochinon in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
In der Gruppe mit der niedrigsten Bilirubinkonzentration konnte die im Durchschnitt
ho¨chste Konzentration an Vitamin K1 von 0,38 ± 0,25 nmol/L nachgewiesen werden.
In der Gruppe mit Bilirubinlevels von 17,2–36 sowie jener mit >36 µmol/L wurden ver-
gleichbare Mittelwerte mit 0,35± 0,25 und 0,35± 0,33 nmol/L fu¨r die Phyllochinonkon-
92
zentration gemessen. In der zweiten Gruppe wurde ein durchschnittlicher Wert an Vitamin
K1 von 0,33± 0,19 nmol/L (siehe Tabelle 4.4.1). Diese Unterschiede weisen jedoch keine
Signifikanz auf.
Betrachtet man den Retinolstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedliche
Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle >30
Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an Retinol festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte hier erwa¨hnt
werden, dass jene Personen u¨ber 30 Jahren mit Gilbert’s Syndrom den ho¨chsten mittleren
Wert aufweisen.
Abbildung (28) Durchschnittliche Phyllochinonkonzentration in Abha¨ngigkeit vom
Alter sowie der Konzentration an UCB
Phyllochinonkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte bei Frauen mit einer durchschnittlichen Konzentration an Phyllochi-
non von 0,39 ± 0,32 nmol/L im Vergleich zu Ma¨nnern mit 0,33 ± 0,22 nmol/L kein
signifikanter Unterschied in ihrem durchschnittlichem Vitamin K1-Status gemessen wer-
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den, obwohl Frauen im Mittel einen ho¨heren Wert aufweisen (siehe Abbildung 29).
Abbildung (29) Durchschnittliche Konzentration an Phyllochinon von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.5 Ubichinon 50
Ubichinon 50-Konzentration der Studienteilnehmer
Die Ubichinon 50-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnitt-
lich 0,61 ± 0,29 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 0,11 bis maximal 1,35
µmol/L.
Ubichinon 50-Konzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an Ubi-
chinon 50 von 0,59 ± 0,33 µmol/L in der Fallgruppe sowie 0,64 ± 0,28 µmol/L in der
Kontrollgruppe. Obwohl die Personen der Kontrollgruppe leicht ho¨here Werte an Ubi-
chinon 50 aufwiesen, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden
(P=0,716).
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UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 0,65 ± 0,35 0,11 1,22
10–17,1 µmol/L 0,62 ± 0,23 0,28 1,24
17,2–36 µmol/L 0,58 ± 0,27 0,16 1,20
>36 µmol/L 0,61 ± 0,42 0,27 1,73
Tabelle (4.5.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Ubichinon 50 in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So wurde in der Gruppe mit der niedrigsten Bilirubinkonzentration durchschnittlich ho¨chste
Konzentration an Ubichinon 50 von 0,65± 0,35 µmol/L gemessen werden. In den u¨brigen
drei Gruppen wurden im Mittel anna¨hernd gleich hohe Levels fu¨r Ubichinon 50 im Blut-
plasma mit 0,62 ± 0,23, 0,58 ± 0,27 nmol/L sowie 0,61 ± 0,42 µmol/L eruiert (siehe
Tabelle 4.5.1). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den Ubichinon 50-Status der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unter-
schiedliche Gruppen bilden: GS<30 Jahre, Kontrolle<30 Jahre, GS>30 Jahre und Kon-
trolle >30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander wurde jedoch kein signifikanter Unter-
schied in ihrem Plasmagehalt an Ubichinon 50 festgestellt (siehe Abbildung 30).
Ubichinon 50-Konzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen weiblichen und ma¨nnlichen Studienteilnehmern mit 0,60
± 0,31 µmol/L sowie 0,62 ± 0,31 µmol/L kein signifikanter Unterschied in ihrem Plas-
magehalt an Coenzym Q10 gemessen werden, obwohl Ma¨nner hier im Durchschnitt eine
ho¨here Konzentration zeigen (siehe Abbildung 31).
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Abbildung (30) Durchschnittliche Ubichinon 50-Konzentration in Abha¨ngigkeit vom
Alter sowie der Konzentration an UCB
Abbildung (31) Durchschnittliche Konzentration an Ubichinon 50 von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
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4.6 Vitamin C
Ascorbinsa¨urekonzentration der Studienteilnehmer
Die Vitamins C-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich
71,87 ± 11,40 µmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 45,59 bis maximal 89,51
µmol/L.
Ascorbinsa¨urekonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte von 71,61
± 13,31 µmol/L in der Fallgruppe sowie 73,29 ± 12,48 µmol Vitamins C pro L Plasma
in der Kontrollgruppe. Obwohl in der Kontrollgruppe leicht ho¨here Werte an Vitamins
C gemessen wurden, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden
(P=0,248).
UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 72,14 ± 8,97 57,45 86,40
10–17,1 µmol/L 73,37 ± 14,78 45,59 113,28
17,2–36 µmol/L 73,23 ± 13,09 53,27 101,84
>36 µmol/L 69,98 ± 13,79 51,06 90,69
Tabelle (4.6.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Vitamin C in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
So zeigt jene Gruppe mit der ho¨chsten Bilirubin-Konzentration die durchschnittlich ge-
ringste Konzentration an Ascorbinsa¨ure im Blut mit 69,98 ± 13,79 µmol/L. Bei allen
anderen Gruppen (<10 µmol/L, 10–17,1 µmol/L sowie 17,2–36 µmol/L) konnten im
Mittel sehr a¨hnlich Ascorbinsa¨urekonzentrationen, na¨mlich 72,14 ± 8,97, 73,37 ± 14,78
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sowie 73,23 ± 13,09 µmol/L gemessen werden (siehe Tabelle 4.6.1). Diese Unterschiede
weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den Vitamin C-Status der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich
zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedli-
che Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle
>30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander kann jedoch kein signifikanter Unterschied
in ihrem Plasmagehalt an Ascorbinsa¨ure festgestellt werden. Ungeachtet dessen sollte
hier erwa¨hnt werden, dass jene Personen der Kontrollgruppe u¨ber 30 Jahren den ho¨chsten
mittleren Wert aufweisen (siehe Abbildung 32).
Abbildung (32) Durchschnittliche Ascorbinsa¨urekonzentration in Abha¨ngigkeit vom
Alter sowie der Konzentration an UCB
Ascorbinsa¨urekonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit 73,95 ± 14,20 µmol/L und Ma¨nnern mit 71,91
± 12,42 µmol/L kein signifikanter Unterschied hinsichtlich ihres durchschnittlichem Ascor-
binsa¨uregehalt im Blutplasma gemessen werden, obwohl die weiblichen Probanden ge-
ring ho¨here Konzentrationen aufweisen (siehe Abbildung 33).
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Abbildung (33) Durchschnittliche Konzentration an Ascorbinsa¨ure von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.7 Glutathion
Glutathionkonzentration der Studienteilnehmer
Die Glutathion-Konzentration der gesamten Studienpopulation betrug durchschnittlich
2,38 ± 0,34 mmol/L und bewegte sich in einem Bereich von 1,69 bis maximal 3,16
mmol/L.
Glutathionkonzentration Gilbert’s Syndrom und Kontrolle
Nach Aufteilung der einzelnen Probanden in jene mit Gilbert’s Syndrom und jene mit
physiologischen Bilirubin-Konzentrationen ergaben sich mittlere Plasmawerte an Gluta-
thion von 2,34 ± 0,36 mmol/L in der Fallgruppe sowie 2,42 ± 0,29 mmol/L in der Kon-
trollgruppe. Obwohl in der Kontrollgruppe leicht ho¨here Werte an Glutathion gemessen
wurden, konnte dieser Unterschied nicht als signifikant gewertet werden (P=0,166).
Bei Einteilung der Probanden in vier Bilirubin-Kategorien, und zwar <10 µmol/L, 10–
17,1 µmol/L, 17,2–36 µmol/L sowie>36 µmol/L, lassen sich auch hier lediglich geringe
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UCB-Konzentration MW ± sd [µmol/L] Minimum [µmol/L] Maximum [µmol/L]
<10 µmol/L 2,44 ± 0,34 1,95 3,16
10–17,1 µmol/L 2,38 ± 0,27 1,92 2,81
17,2–36 µmol/L 2,41 ± 0,33 1,73 2,82
>36 µmol/L 2,26 ± 0,39 1,69 3,01
Tabelle (4.7.1) Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± sd), minimale und
maximale Konzentration fu¨r Glutathion in Abha¨ngigkeit von der
Konzentration an UCB
Abweichungen der Gruppen untereinander feststellen.
In der Gruppe mit der ho¨chsten Bilirubinkonzentration konnte die im Durchschnitt ge-
ringste Konzentration an Glutathion nachgewiesen werden. Bei den u¨brigen drei Gruppen
wurden mit 2,44 ± 0,34, 2,38 ± 0,27 und 2,41 ± 0,33 mmol/L einander entsprechende
Messergebnisse bezu¨glich der durchschnittlichen Glutathionkonzentration erzielt (siehe
Tabelle 4.7.1). Diese Unterschiede weisen jedoch keine Signifikanz auf.
Betrachtet man den Glutathionstatus der Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich
zur Kontrollgruppe zusa¨tzlich im Abha¨ngigkeit vom Alter lassen sich vier unterschiedli-
che Gruppen bilden: GS <30 Jahre, Kontrolle <30 Jahre, GS >30 Jahre und Kontrolle
>30 Jahre.
Beim Vergleich dieser Gruppen untereinander konnte ein ho¨chst signifikanter Unterschied
(P = 0,004) in ihrem Plasmagehalt an Glutathion festgestellt werden. So weist die Kon-
trollgruppe u¨ber 30 Jahren mit 2,57± 0,33 mmol/L eine signifikant ho¨here Konzentration
an Glutathion im Vergleich zu jene unter 30 Jahren (P = 0,032) sowie im Vergleich zu den
Personen mit Gilbert’s Syndrom unter 30 Jahren (P = 0,009) auf (siehe Abbildung 34).
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Abbildung (34) Durchschnittliche Glutathionkonzentration in Abha¨ngigkeit vom Alter
sowie der Konzentration an UCB (** Kontrolle>30 J > GS<30 J,
Kontrolle<30 J, P <0,01)
Glutathionkonzentration Frauen und Ma¨nner
Desgleichen konnte zwischen Frauen mit 2,51 ± 0,33 mmol/L und Ma¨nnern mit 2,33 ±
0,3 mmol/L kein signifikanter Unterschied hinsichtlich ihres durchschnittlichem Gluta-
thiongehalts im Blutplasma gemessen werden, obwohl die weiblichen Probanden etwas
ho¨here Levels aufweisen (siehe Abbildung 35).
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Abbildung (35) Durchschnittliche Konzentration an Glutathion von Frauen im
Vergleich zu Ma¨nnern
4.8 Diskussion der Ergebnisse
Im Rahmen der Gesamtstudie wurde im Zuge dieser Diplomarbeit der antioxidative Sta-
tus von Personen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zu einer Kontrollgruppe anhand
folgender Parameter evaluiert: Retinol, Ascorbinsa¨ure, α- und γ-Tocopherol, Phyllochi-
non, ausgewa¨hlte Carotinoide, Glutathion und Ubichinon 50. Somit wurden sowohl die
Plasmakonzentrationen endogen synthetisierter, als auch exogen zugefu¨hrter Antioxidan-
tien und ihr Zusammenhang mit Serumbilirubinkonzentrationen in die Bewertung des
Status miteinbezogen, um mit dieser Studie, die positiven Auswirkungen ma¨ßg erho¨hter
Bilirubinspiegel auf die Gesundheit untersuchen zu ko¨nnen.
Von den Autoren Schwertner et al. wurde im Hinblick auf diese Thematik 1994 erst-
mals in einer retrospektiven Humanstudie ein negativer Zusammenhang zwischen der
Serumbilirubin-Konzentration und koronaren Herzerkrankungen (Coronary artery disea-
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se = CAD) bei 877 Ma¨nnern beschrieben. In Abha¨ngigkeit von Ausmaß der Verengung
der Koronargefa¨ße wurden die Herzerkrankungen in drei Kategorien eingeteilt, na¨mlich
<10% (keine messbare Erkrankung),>10% bis<50% (schwacher Erkrankungsgrad) und
>50% (schwere Erkrankung). Dabei fu¨hrte eine Senkung der Gesamtbilirubinlevels um
50% zu einem 47% igem Anstieg der Wahrscheinlichkeit in eine Gruppe mit einem sta¨rker
ausgepra¨gtem Erkrankungsbild zu fallen.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass eine niedrige Serumbilirubin-Kon-
zentration mit einem erho¨hten Riskio fu¨r CAD assoziiert ist, wa¨hrend Bilirubin im oberen
physiologischem Konzentrationsbereich mit einem geringeren Erkrankungsrisiko verbun-
den ist. Die Auspra¨gung der Beziehung zwischen Bilirubin und CAD war a¨hnlich der von
Rauchen, systolischem Blutdruck und HDL-Cholesterin mit CAD.
Daraus la¨sst sich schließen, dass eine geringe Konzentration an Serumbilirubin gleich
dem Alter, Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, Blutdruck und Rauchen einen unab-
ha¨ngigen Risikofaktor fu¨r CAD darstellt, da Bilirubin ein a¨ußerst wichtiges endogen
synthetisiertes Antioxidans im Extrazellula¨rraumes ist (siehe Kapitel 2.3.1) [Schwertner
et al., 1994].
Es folgten zahlreiche Studien auf diesem Themengebiet (siehe Kapitel 2.4.1) und basie-
rend auf der Hypothese, dass jene Mechanismen, die an der Pathogenese der Athero-
sklerose von Herz- beziehungsweise peripheren Gefa¨ßen beteiligt sind, sowohl bei der
Entstehung von bestimmten Krebserkrankungen als auch an der Pathogenese anderer, mit
oxidativem Stress assoziierten Erkrankungen eine erhebliche Rolle spielen. Dazu wurde
auch der Zusammenhang von Bilirubin mit diesen Konditionen untersucht (siehe dazu
Kapitel 2.4.1).
Nach zahlreichen Resultaten, welche die positiven Wirkungen erho¨hter Bilirubinspiegel
besta¨tigen, lag es nahe, diese Thematik auch in Hinblick auf Personen mit Gilbert’s Syn-
drom, gekennzeichnet durch unkonjugierte Hyperbilirubiena¨mie (siehe Punkt 2.1.3.1), zu
untersuchen.
So wurde schließlich von Vı´tek et al. 2002 erstmals in einer Humanstudie bei Personen
mit Gilbert’s Syndrom eine positive Korrelation zwischen Serumbilirubinkonzentrationen
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und der totalen antioxidativen Kapazita¨t evaluiert.
Dafu¨r wurde das Studienkollektiv der Follow-Up-Studie (Beobachtungszeitraum 3 Jahre)
in fu¨nf Gruppen eingeteilt. Gruppe A bestand aus 50 Personen mit Gilbert’s Syndrom,
Gruppe B aus 38 Personen mit klinisch manifester ischa¨mischer Herzerkrankung (IHD)
und Gruppe C, deren 38 Kontrollpersonen keinerlei Erkrankungen aufwiesen. Gruppe D
bestand aus 2296 Probanden, welche dem Vergleich der Pra¨valenz von CHD der Gesamt-
bevo¨lkerung mit Gilbert’s Syndrom dietnen und Gruppe E, bestehend aus 316 gesunden
Patienten, sollte den Vergleich zwischen ihnen und GS bezu¨glich diverser Risikofaktoren
fu¨r CHD und der Wahrscheinlichkeit an CHD zu erkranken, ermo¨glichen.
In ihren Untersuchungen kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass bei Personen mit Gil-
bert’s Syndrom mit einer Ha¨ufigkeit von 2% signifikant weniger oft koronare Herzkrank-
heiten auftreten, als im Vergleich zur Gesamtbevo¨lkerung mit einer Pra¨valenz von 12% (P
<0,05). Des Weiteren konnte bei der Gruppe mit Gilbert’s Syndrom eine erho¨hte gesamte
antioxidative Kapazita¨t im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie im Vergleich zur Gruppe
B (IHD) gemessen werden (P <0,05). Desgleichen zeigte die Gruppe A (Gilbert’s Syn-
drom) im Vergleich zur Gruppe B (IHD) eine ho¨here Konzentration an HDL-Cholesterin
(P <0,05).
Dieser Zusammenhang zwischen ma¨ßig erho¨hten Bilirubinlevels und vermindertem Auf-
treten von Herz-Kreislauferkrankungen wurde darauf zuru¨ckgefu¨hrt, dass Bilirubin die
antioxidative Kapazita¨t im Blutserum verbessert [Vı´tek et al., 2002].
Dahingehend konnten die Resultate dieser Diplomarbeit jedoch keinen signifikanten Un-
terschied bei Gilbert’s Syndrom und der Kontrollgruppe bezu¨glich der untersuchten Para-
meter aufzeigen (dazu siehe Kapitel 3.4). Es war jedoch zu erkennen, dass die Personen
mit Serumbilirubinkonzentrationen von >36 µmol/L die durchschnittlich ho¨chsten Wer-
te bei Retinol und den Carotinoiden aufwiesen, mit Ausnahme von Lycopin. Zusa¨tzlich
wurde fu¨r dieselben Parameter sowie Glutathion gezeigt, dass Personen mit Gilbert’s Syn-
drom u¨ber 30 Jahre die gro¨ßten Werte aufwiesen, jedoch konnte nur fu¨r β -Cryptoxanthin
und Glutathion ein ho¨chst signifikanter Unterschied gefunden werden (P = 0,000, P =
0,004).
Es wurde aber ansonsten kein signifikanter Unterschied in der Konzentration der Anti-
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oxidantien im Blutplasma gemessen, was darauf hindeutet, dass die proklamierte, verbes-
serte antioxidative Kapazita¨t weniger an erho¨hten Konzentrationen einzelner Vitamine
und Mineralstoffe bei Personen mit Gilbert’s Syndrom liegt. Eine Erkla¨rung hierfu¨r sind
womo¨glich die Wirkungen von Bilirubin (eine U¨bersicht bietet die Tabelle 2.3.1), speziell
unter pathologischen Bedingungen, wodurch nicht der Verbrauch anderer Antioxidatien,
aber die Entstehung von Oxidationsprodukten verringert wird. So haben Folgescha¨den
von oxidativen Stress ein viel geringeres Ausmaß.
In einer Fall-Kontrollstudie von Bulmer et al. 2008b wurden Kennzeichen von oxidati-
ven Stress und dem antioxidativen Status, mit dem Hauptaugenmerk auf dem Zusam-
menhang zwischen erho¨hten Bilirubinkonzentrationen und Schutz vor Cu2+-induziertem
Stress [Asad et al., 2001] im Serum bei 9 Personen mit Gilbert’s Syndrom und 12 Kon-
trollen untersucht. Fu¨r die Bewertung dieses Zusammenhangs wurden die ”Trolox equi-
valent antioxidant capacity“ (TEAC), die ”Ferritin reducing ability of plasma“ (FRAP),
Werte fu¨r Leberenzyme, die Konzentration an Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin und
Triglyceride sowie Glucose, Malondialdehyd, Harnsa¨ure, und die Enzyme Superoxid-
Dismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase der Probanden gemessen.
Personen mit Gilbert’s Syndrom zeigten signifikant erho¨hte Werte an TEAC (P = 0,035)
und es konnte eine deutlich vermehrte FRAP (P = 0,024) nachgewiesen werden.
Die Lag-Phase im Verlauf der Cu2+-induzierten Oxidation des Serums war mit 121,4 ±
10,5 Minuten deutlich la¨nger bei GS (P = 0,020), als in der Kontrollgruppe mit 106,8 ±
14,6 Minuten und konnte zudem in einem positiven Zusammenhang mit den Bilirubin-
konzentrationen gesehen werden (P = 0,040). Des Weiteren konnte eine starke, jedoch
nicht-signifikante Korrelation zwischen der Lag-Phase und FRAP sowie TEAC gefunden
werden.
Fu¨r alle anderen genannten Parameter, zum Beispiel Harnsa¨ure, welche als extrazellula¨r
wirksames Antioxidans gilt [Neuzˇil und Stocker, 1994], konnten keine signifikanten Un-
terschiede oder Zusammenha¨nge festgestellt werden [Bulmer et al., 2008b].
Die Gru¨nde hierfu¨r liegen mo¨glicherweise darin, dass Bilirubin in ma¨ßig erho¨hten Kon-
zentrationsbereichen, wie sie Personen mit Gilbert’s Syndrom aufweisen [Iyanagi et al.,
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1998], keinen sparenden Effekt auf weitere antioxidative Substanzen zeigt, da es, gleich
der Harnsa¨ure, Thiolen und den lipophilen Verbindungen α-Tocopherol, Ubichinol-10,
Lycopin und β -Carotin, zwar die Rate der Lipidperoxidation senken und verlangsamen
kann, aber die genannten Antioxidantien sind nicht dazu in der Lage, dessen Initiie-
rung zu verhindern. In der wa¨ssrigen Phase ist lediglich Ascorbinsa¨ure dazu befa¨hgt, da
sie anhand ihrer reduzierenden Eigenschaften Oxidantien inaktiviert, bevor diese wirken
ko¨nnen [Frei, 1991].
Bilirubin kann jedoch effektiv bei der Abwehr von oxidativen Stress helfen, da es Teil
des komplexen Abwehrmechanismus ist, an dem unterschiedliche Substanzen, aber auch
Enzym-Kaskaden wichtige Funktionen u¨bernehmen [Neuzˇil und Stocker, 1994].
Im Zuge der vorliegenden Studie wurde ebenfalls die ”Oxygen radical absorbance capa-
city“ (ORAC) gemessen. Es konnte jedoch bezu¨glich dieses Parameters kein signfikanter
Unterschied zwischen Personen mit Gilbert’s Syndrom und der Kontrollgruppe erkannt
werden, im Gegensatz zu den Ergebnissen von Bulmer et al. 2008b.
So kommt womo¨glich das antioxidative Potential von unkonjugiertem Bilirubin erst unter
pathophysiologischen Bedingungen zum Tragen, wo aufgrund des effizienten ”Scaven-
ging“ reaktive (Sauerstoff-)Verbindungen inaktiviert werden und so oxidative Stressreak-
tionen weniger starke Auswirkungen zeigen. Es konnte na¨mlich im Verlauf der Gesamt-
studie keine signifikante Differenz der Konzentration der intrazellula¨r antioxidativ wir-
kenden Enzyme Katalase, Glutathion-Peroxidase und Superoxid-Dismutase betreffend
der Fall- und Kontrollgruppe aufgezeigt werden.
Das Ziel der Studie von Hagyma´si et al. 2003 war es, den Redox-Status und das Gleichge-
wicht zwischen freien Radikalen und Antioxidantien in 12 Patienten mit Gilbert-Syndrom
im Vergleich zu 15 gesunden Kontrollpersonen zu untersuchen.
Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass eine milde Hyperbilirubina¨mie eine erho¨hte
Konzentration an SH-Verbindungen, gesteigerte H-Donor-Fa¨higkeit und reduzierende Ei-
genschaften im Blutserum bewirkt (P <0,05). Es konnten jedoch keine signifikanten Kor-
relationen zwischen der Bilirubinkonzentration und der Konzentration an SH-Verbind-
ungen als auch der H-U¨bertragungs-Fa¨higkeit aufgezeigt werden, wohingegen ein mit-
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telstarker Zusammenhang (r = 0,408, P = 0,025) zwischen der Bilirubinkonzentration im
Plasma und der reduzierenden Eigenschaften im Serum gemessen wurde.
Eine Erkla¨rung der Resultate ist, dass Bilirubin, infolge seiner antioxidativen Eigenschaft,
den Verbrauch von SH-Verbindungen und anderen antioxidativen Verbindungen und Mo-
leku¨len im Blutplasma reduzieren und somit die antioxidative Kapazita¨t von Geweben
versta¨rken kann.
Andererseits konnte keine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen freien Radikalen
und Antioxidantien nachgewiesen werden und es konnten desgleichen keine signifikanten
Unterschiede bezu¨glich Blutserum, Blutplasma und Erythrozyten zwischen den beiden
Studiengruppen gemessen, was mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Studie einher
geht, da gleichfalls keine erho¨hte Konzentration an antioxidativ wirksamen Verbindungen
gemessen werden konnte.
Anhand dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass eine erho¨hte Bilirubinkonzentration, ent-
weder u¨ber indirekte oder kompensatorischen Effekte die nichtenzymatische antioxidati-
ve Kapazita¨t des Blutplasmas versta¨rkt, ohne Beeinflussung des Gleichgewichts zwischen
freien Radikalen und Antioxidantien [Hagyma´si et al., 2003].
Eine erst ku¨rzlich publizierte Studie von Boon et al. 2012 konnte hingegen bei 22 Per-
sonen mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zu einem ihnen angepassten Kontrollkollektiv
sowohl in ihrem antioxidativen Status, ihrem Lipidprofil als auch bezu¨glich Kennzeichen
oxidativen Stresses im Blutplasma merkliche Differenzen aufzeigen.
Nach der Auswertung der Resultate konnten die Autoren dieser Fall-Kontrollstudie signi-
fikant ho¨here Werte fu¨r reduziertes Thiol (P = 0,015) und reduziertes Glutathion (GSH)
(P <0,001) in den Plasmaproben der GS-Stichprobe messen und zudem wurde eine posi-
tive Korrelation dieser Parameter mit der Serumbilirubinkonzentration festgestellt (beide
P <0,01).
Fu¨r die antioxidativen Parameter TEAC, Harnsa¨ure und Ascorbinsa¨ure konnten, so wie in
der vorliegenden Arbeit, keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
gefunden werden.
Zusa¨tzlich wurden von Boon et al. 2012 Kennzeichen fu¨r oxidativen Stress, na¨mlich
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das Verha¨ltnis zwischen oxidiertem zu reduziertem Glutathion (GSH:GSSG), die Kon-
zentration an Proteincarbonyl-Verbindungen und die Konzentration an oxidierten LDL-
Partikeln erhoben.
Das Ergebnis waren eine signifikant ho¨here GSH:GSSG-Ratio bei Personen mit Gil-
bert’s Syndrom (P <0,001), welche mit der Ho¨he der Bilirubinkonzentration korrelierte
(P <0,01).
Desgleichen wurde zwischen der Konzentration an Proteincarbonyl-Verbindungen und
den Serumbilirubinkonzentration ein negativer Zusammenhang gefunden (P <0,001).
Zudem waren die Werte fu¨r oxidierte LDL-Partikel in der Fallgruppe signifikant ernied-
rigt (P = 0,011).
Fakt ist daher, dass bei Personen mit Gilbert’s Syndrom die Auswirkungen und Folge-
erscheinungen von oxidativen Stress deutlich verringert sind und folglich das Risiko fu¨r
kardiovaskula¨re Erkrankungen merklich erniedrigt ist, was bereits in Studien zuvor belegt
werden konnte. Und dieser Effekt steht im positiven Zusammenhang mit der Konzentra-
tion an Serumbilirubin (fu¨r einzelne Studien siehe Kapitel 2.4.1).
Die Ergebnisse der publizierten Studien ko¨nnten also dahingehend mit den Resultaten
dieser Arbeit einhergehen, als dass eine ausgepra¨gte totale antioxidative Kapazita¨t weni-
ger mit erho¨hten Konzentrationen an einzelnen Antioxidantien assoziierbar ist, sondern
womo¨glich auf ein effizientes gesamtes Abwehrsystem zuru¨ckzufu¨hren ist, dessen pro-
tektiven Wirkungen besonders unter pathologischen Bedingungen zum Tragen kommen,
was durch geringere Werte fu¨r Marker von oxidativem Stress gekennzeichnet ist. Das la¨sst
vermuten, dass die verringerte Pra¨valenz von Herz-Kreislauferkrankungen, bestimmter
Krebserkrankungen sowie anderer, durch oxidativen Stress induzierter Erkrankungen die
Folge der divergenten cytoprotektiven, DNA-protektiven und anti-inflammatorischen Ef-
fekten des Bilirubins ist (siehe Kapitel 2.3.1).
Dahingehend konnte man anhand der Resultate dieser Diplomarbeit jedoch keine Aus-
sagen ta¨tigen, da in dieser Arbeit der Status von Antioxidantien bei gesunden Probanden
ermittelt wurde. Die Kontrollgruppe unterschied sich lediglich in ihrer UCB-Konzetration
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von der Fallgruppe und es wurden vorab alle Personen mit vorangegangenen chronischen
Erkrankungen, auch das Herz-Kreislaufsystem betreffend, ausgeschlossen. Das heißt, es
lag bei keiner der beiden Gruppen eine pathologische Situation vor, was mo¨glicherweise
zu diesem insignifikanten Gesamtergebnis fu¨hrt (dazu siehe Kapitel 3.4). Zudem war das
Durchschnittsalter der Gruppen mit 32,3 ± 11,8 Jahren (Gilbert’s Syndrom) und 31,9 ±
11,2 Jahren (Kontrolle) sehr gering.
Zusa¨tzliche Anhaltspunkte fu¨r diese Hypothese bieten Ergebnisse aus Studien, etwa der
Autoren Lingenhel et al. 2008. In einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie konnten sie
einen Zusammenhang zwischen niedrigen Serumbilirubinkonzentrationen und dem Auf-
treten von koronaren Herzerkrankungen bei Ma¨nnern und Frauen herstellen und haben
diesen Zusammenhang zusa¨tzlich im Hinblick auf zwei Polymorphismen (UGT1A1-53
Promotor-Polymorphismus und 3279T>G Polymorphismus), wie sie bei Gilbert’s Syn-
drom auftreten, untersucht [Lingenhel et al., 2008].
Dabei wurde bei 477 Probanden mit vorangegangener koronarer Herzkrankheit im Ver-
gleich zu 619 Personen der Kontrollgruppe untersuct und festgestellt, dass das Auftreten
der beiden Polymorphismen unabha¨ngig von koronaren Events war.
Die Konzentration an Bilirubin hingegen war bei Probanden der Fallgruppe um etwa 20%
niedriger (P <0,05), als in der Kontrollgruppe und es zeigte sich ein starker Zusammen-
hang mit den genotypischen Variationen.
Eine Beziehung zwischen den beiden Polymorphismen und dem Auftreten von CAD
konnte nicht erkannt werden. Desgleichen konnte aus den Resultaten der CAVISIC-Studie
kein Zusammenahng zwischen dem Auftreten des UGT1A1-TA-repeat Genotypes und
Patienten mit Claudicatio intermittens hergestellt werden. Die Serumbilirubinlevels je-
doch waren bei den Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (P
<0,001) [Rantner et al., 2008].
Dieselbe Beziehung konnte von Hsieh et al. 2008 zwischen Serumbilirubin und Patienten
mit Erkrankungen der Koronararterien im Vergleich zu einer Kontrollgruppe hergestellt
werden. Die beiden Gruppen konnten signifikante Unterschiede bezu¨glich ihrer Serumbi-
lirubinwerte, jedoch nicht bezu¨glich des UGT1A1-Polymorphismus aufweisen.
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Diese Ergebnisse besta¨tigen erneut die These, dass niedrige Konzentrationen an Plasma-
bilirubin mit der Pra¨valenz und dem Risiko von kardiovarkula¨ten Events assoziiert sind
[Lingenhel et al., 2008].
Zu diesem Ergebnis und dieser Schlussfolgerung kamen bereits die Autoren Bosma et al.
2003 nach Auswertungen von Daten der ”Rotterdam Study“ und wurden ebenfalls von
Gajdos et al. 2006 anhand der ECTIM-Studie erzielt.
Auf Grund der Ha¨ufigkeit und der Auswirkung auf die Serumbilirubinkonzentration lag
die Annahme nahe, dass das UGT1A1-*28 Allel mit einem verringerten Riskio fu¨r Herz-
Kreislauferkrankungen assoziiert ist. Die Ergebnisse, dass bei Anwesenheit des Allels
UGT1A1*28, obwohl es in weiterer Folge zu ma¨ßig erho¨hten Bilirubinkonzentrationen
fu¨hrt, welche mit einem verminderten Risiko fu¨r CHD verbunden sind, keine direkte Kor-
relation nachzuweisen ist, waren daher u¨berraschend.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r ist, dass Bilirubin in Serum nicht alleine von der Ausschei-
dungsrate, und somit vom Enzym UDP-Glucuronosyltransferase abha¨ngig sind, sondern
zugleich auch von der Produktionsrate. Die Aktivita¨t der Ha¨m-Oxygenase, das geschwin-
digkeitsbestimmende Enzym der Bilirubinsynthese, kann eine Erkla¨rung fu¨r die beob-
achtete inverse Assoziation zwischen Serum-Bilirubin und koronaren Herzkrankheiten
darstellen, da zudem der erho¨hte Abbau von Ha¨m und die erho¨hte Produktion von Koh-
lemonoxid, ein aktiver Vasodilatator, oder beide Prozesse kardioprotektiv wirken [Mayer,
2000; Bosma et al., 2003].
Im Hinblick darauf wurde erst ku¨rzlich eine Studie von Zelenka et al. 2012 publiziert. In
ihren Untersuchungen haben die Autoren den intrazellula¨ren Metabolismus und die anti-
oxidativen Eigenschaften von unkonjugiertem Bilirubin unter oxidativen Stressbedingun-
gen und unter Einwirkung von Lipopolysacchariden in humanen Hepatoblastoma HepG2
Zellen und Gewebeproben von Wistar-Ratten evaluiert.
Ihren Auswertungen zufolge sind die erho¨hten Serumbilirubinlevel und die Induktion der
Ha¨m-Oxigenase 1 mit Entzu¨ndungsreaktionen sowie oxidativen Stressreaktionen assozi-
ierbar. Das heißt, es kommt intrazellula¨r zu einer Erho¨hung der Konzentration an unkon-
jugiertem Bilirubin, wodurch die Lipiperoxidation reduziert wird.
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Dadurch wird die These, dass die protektiven Effekte der, durch Hyperbilirubina¨mie indu-
zierten gesteigerten Expression der Ha¨m-Oxigenase zu einem erheblichen Teil auf die dar-
auf folgende intrazellula¨re Akkumulation von unkonjugiertem Bilirubin zuru¨ckzufu¨hren
ist [Nakagami et al., 1993; Willis et al., 1996; Zelenka et al., 2012], gestu¨tzt.
Eine weitere Erkla¨rung dafu¨r ist, dass niedrigere Serumbilirubin-Konzentrationen bei Pa-
tienten mit koronaren Herzerkrankungen, als Folge der erho¨hten oxidativen Kapazita¨t,
den gesteigerten Verbrauch an Antioxidantien reflektiert [Bosma et al., 2003].
Bezieht man diese Resultate und Schlussfolgerungen auf die Ergebnisse dieser Diplomar-
beit, ko¨nnte die letzt genannte These zusa¨tzlich dadurch gestu¨tzt werden, dass es derglei-
chen keine signifikanten Unterschiede zwischen der Fall-und Kontrollgruppe bezu¨glich
ihrer Plasmakonzentration an Antioxidantien, den antioxidativ wirksamen Enzymen Gluta-
thionperoxidase, Katalase und Superoxid-Dismutase sowie der ORAC gibt. Wie bereits
zuvor erwa¨hnt, wa¨re ein Unterschied mo¨glicherweise unter oxidativen Stressreaktionen
zu erkennen.
Bezu¨glich der Assoziation mit Kohlenmonoxid und der Ha¨m-Oxigenase kann anhand der
vorliegenden Studie keine Aussage geta¨tigt werden.
Diese ju¨ngsten retrospektiven und prospektiven Studien zeigen, dass Serumbilirubinkon-
zentrationen im oberen physiologischen Konzentrationsbereich und ma¨ßig erho¨hte Werte
fu¨r Serumbilirubin vor kardiovaskula¨ren Erkrankungen schu¨tzen.
Prospektive Studien konnten zudem auch zeigen, dass Personen mit Gilbert’s Syndrom,
welche eine moderate Erho¨hung in ihrer Serumbilirubin-Konzentration aufweisen, eine
geringeres Risiko fu¨r koronare Herzkrankheiten und kardiovaskula¨re Erkrankungen zei-
gen (siehe Kapitel 2.4.1). Einen schu¨tzende Wirkung von gesteigertem Bilirubin im Se-
rum konnte bei Frauen nicht eindeutig gefunden werden [Schwertner und Vı´tek, 2008].
Dennoch mu¨ssen weitere prospektive Studien durchgefu¨hrt werden, um zu kla¨ren, ob die
proklamierte verringerte Mortalita¨t infolge kardiovaskula¨rer Erkrankungen [Wei et al.,
2000c; Lin et al., 2006] allein dem erho¨hten Bilirubin zuzuordnen ist, oder ob weitere
schu¨tzende Faktoren wie die Ha¨m-Oxigenase 1 und Kohlenmonoxid synergetisch wirken.
111
Die meisten Studien am Menschen haben sich auf die Beziehung von Serumbilirubin und
dem Risiko von kardiovaskula¨ren Erkrankungen konzentriert, somit bedarf die Assoziati-
on zwischen Bilirubin und anderen Krankheiten, na¨mlich bestimmte Formen von Krebs,
rheumatologischen und neurospychiatrischen Erkrankungen weiterer Untersuchungen.
Einen weiteren Grund fu¨r die mangelhafte Vergleichbarkeit bisher durchgefu¨hrter Studien
mit dieser Arbeit liefert die Tatsache, dass die Humanstudien bislang die Rolle von Bi-
lirubin im Hinblick auf chronische Krankheiten untersucht haben [Schwertner und Vı´tek,
2008] und keine Untersuchung bis dato ein vergleichbares Studiendesign aufweist.
Medikamente, die Erna¨hrungsweise und Bewegung ko¨nnten zudem die Serumbilirubin-
Konzentration vera¨ndern und sollten somit als Einflussfaktoren in Studien miteinbezogen
werden.
In keiner vergleichbaren Studie, wie zuvor erwa¨hnt, wurde bis dato der Status von Vitamin
A, Vitamin E, Vitamin K, Carotinoiden oder Ubichinon 50 im Blutplasma von Personen
mit Gilbert’s Syndrom im Vergleich zu einer Kontrollgruppe erhoben, obwohl zahlrei-
che Studien die positiven Effekte dieser Mirkona¨hrstoffe belegen konnten und zusa¨tzlich
Studien der letzten Jahre Ergebnisse bezu¨glich des Einflusses von Vitamin K auf kardio-
vaskula¨re Erkrankungen und proinflammatorische Cytokine hervor brachten [Shea et al.,
2008; Booth, 2009].
Bis dato gibt es fast ausschließlich Daten aus In vitro-Studien die zeigen, dass Vitamin
K mit einer verringerten Produktion von proinflammatorischen Cytokinen assoziert ist
[Ohsaki et al., 2006] und somit eine Rolle in der Erhaltung der Gesundheit von Herz und
peripheren Gefa¨ssen spielt [Erkkila et al., 2007].
Shea et al. 2008 haben nach Auswertung der Daten von 1381 Probanden der Framingham
Offspring Study eine negative Korrelation zwischen der Plasmakonzentration an Phyllo-
chinon und dem Gesamtindex der untersuchten Entzu¨ndungsparameter (P <0,01) gefun-
den. Zusa¨tzlich wurde eine negative Korrelation der Entzu¨ndungsmarker CD40 Ligand,
intrazellula¨res Adhesionsmoleku¨l-1, Interleukin-6, Osteoprotegerin und Tumor necrosis
factor Rezeptor-2 und Phyllochinon nachgewiesen (P <0,01) [Shea et al., 2008].
Mo¨gliche protektive Effekte von Vitamin K bei der Entstehung von kardiovaskula¨ren Er-
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krankungen ko¨nnen aufgrund der vorliegenden Daten aus Studien noch nicht ausgespro-
chen werden. Es wird jedoch angenommen, dass Vitamin K die Verkalkung von Gefa¨ssen
reduzieren kann [Booth, 2009].
Die Daten der vorliegenden Arbeit legten in dieser Hinsicht beim Vergleich der beiden
Studiengruppen keine signifikanten Unterschiede dar. Hier sollte jedoch erwa¨hnt werden,
dass sich das Durchschnittsalter der Probanden von Shea et al. 2008 mit 59± 8 Jahren im
Vergleich zu der vorliegenden Studie (32 ± 11 Jahre) deutlich unterscheidet.
Ein interessantes Resultat ist, dass beim Vergleich der durchschnittlichen Werte der unter-
suchten Parameter von Frauen im Vergleich zu Ma¨nnern eine allgemeine Tendenz dahin-
gehend erkennbar war, als dass die weiblichen Probanden im Mittel ho¨here Plasmakon-
zentrationen fu¨r Retinol, Lutein, β -Cryptoxanthin, α-Carotin, β -Carotin, α-Tocopherol,
γ-Tocopherol, Phyllochinon, Ascorbinsa¨ure sowie Glutathion aufweisen (dazu siehe Ka-
pitel 3.4). Diese Unterschiede waren jedoch lediglich fu¨r das Carotinoid Lutein signifikant
(P <0,000).
Ausnahmen dieses Trends waren Werte fu¨r Lycopin und Ubichinon 50, fu¨r welche bei
Ma¨nnern gering ho¨here Mittelwerte gemessen wurden.
A¨hnliche Resultate wurden auch von Al-Delaimy et al. 2004, die Carotinoide betreffend,
nach Auswertung von Daten der EPIC-Studie hervor gebracht. Ihren Ergebnissen zufolge
wiesen Frauen ho¨here Werte fu¨r alle untersuchten Carotinoide, na¨mlich α-Carotin, β -
Carotin, β -Cryptoxanthin, Lutein und Zeaxanthin auf. Einzige Ausnahme war Lycopin,
was zudem mit Resultaten aus anderen Publikationen, etwa von Ito et al. 1990 oder von
Olmedilla et al. 1994 oder Auswertungen der EURAMIC-Studie (EURopean study on
Antioxidants, Myocardial Infarction and Cancer of the breast) zufolge, einher geht.
Diese von einander abweichenden Plasmakonzentrationen bei Frauen und Ma¨nnern, auch
andere Vitamine und Mineralstoffe betreffend, entstehen womo¨glich anhand quantitativer
und qualitativer (bezogen auf die Energieaufnahme) Unterschiede bezu¨glich der Aufnah-
me, Absorption und Verstoffwechselung der Carotinoide.
Hormonelle Vera¨nderungen wa¨hrend des Menstruationszyklus haben ebenso gezeigt, dass
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sie die Carotinoid-Serumspiegel bei Frauen beeinflussen ko¨nnen [Al-Delaimy et al., 2004].
Zusa¨tzlich wird die Bioverfu¨gbarkeit von Carotinoiden und anderen Mikrona¨hrstoffen aus
Obst und Gemu¨se erheblich durch die Be- und verarbeitung, besonders wa¨hrend der Zube-
reitung beeinflusst. Andererseits ist die Bioverfu¨gbarkeit jener Carotinoide, welche nicht
an Protein-Komplexe gebunden sind, wie sie beispielsweise in den Lebensmittelzusatz-
oder farbstoffen vorkommen, hoch, und diese werden zunehmend verwendet [Al-Delaimy
et al., 2004].
So konnte in dieser Diplomarbeit ein Zusammenhang der untersuchten Carotinoide und
Vitamin A untereinander festgestellt werden. Es wurde gezeigt, dass insbesondere der
Gehalt an Lutein schwach positiv mit der Plasmakonzentration an Retinol (r = 0,332, P =
0,005), an β -Cryptoxanthin (r = 0,307, P = 0,011), an α-Carotin (r = 0,339, P = 0,007),
an β -Carotin (r = 0,345, P = 0,004) sowie mittelstark mit der Konzentration an Lycopin
(r = 0,589, P = 0,000) korreliert.
Zusa¨tzlich steht der Gehalt an Lycopin im Blutplasma in einem positiven Zusammenhag
mit Retinol, als auch von β -Cryptoxanthin (r = 0,389, P = 0,001; r = 0,435, P = 0,000).
Die beiden Carotinoide α- und β -Carotin stehen in einer starken positiven Beziehung zu-
einander (r = 0,741, P = 0,000).
Weiters konnte der Gehalt an α-Tocopherol in einem mittelstarken positiven Zusammen-
hang mit dem Plasmaspiegel an γ-Tocopherol gebracht werden (r = 0,499, P = 0,000).
Desgleichen wurde eine schwache positive Beziehung zwischen der Konzentration an
Phyllochinon und Ascorbinsa¨ure gemessen (r = 0,321, P = 0,006).
Daru¨ber hinaus wurde in der Bilirubin-Studie eine schwach positive beziehungeweise mit-
telstarke Korrelation der Werte fu¨r Ubichinon 50 und Lutein (r = 0,330, P = 0,006) sowie
Lycopin (r = 0,429, P = 0,000) und Retinol (r = 0,570, P = 0,000) nachgewiesen. Zudem
steht Ubichinon 50 in einem schwach positiven Zusammenhang mit der Plasmakonzen-
tration an Glutathion (r = 0,344, P = 0,004).
Die Saison ist ein weiterer wichtiger Faktor fu¨r die Konzentration der exogen zugefu¨hrten
Antioxidantien im Plasma, da verschiedene Kriterien wie Licht und Temperatur den Mi-
krona¨hrstoffgehalt spezifischer Fru¨chte und Gemu¨se beeinflussen.
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Die Abha¨ngigkeit des Verzehrs von Obst und Gemu¨se von der Jahreszeit ist in den Indus-
triela¨ndern, wegen der Verfu¨gbarkeit dieser Produkte das ganze Jahr hindurch, zuru¨ck-
gegangen. Dennoch ist es wahrscheinlich, dass saisonale Fru¨chte und Gemu¨se, welche
die Hauptquelle, beispielsweise bestimmter Carotinoide, etwa Tomaten fu¨r Lycopin oder
Zitrusfru¨chte fu¨r β -Cryptoxanthin, darstellen, eine bedeutende Wirkung auf die Mikro-
na¨hrstoffgehalte im Blutplasma haben.
Der Zeitpunkt der Blutabnahme ist daher eventuell ein weiterer wichtiger Aspekt, den
man im Verlauf einer Studie beachten sollte [Cooney et al., 1995; Al-Delaimy et al.,
2004].
Nach Auswertung der Daten der vorliegenden Studie konnte jedoch keine Korrelation
zwischen dem Zeitpunkt der Blutabnahme (Die Blutproben wurden von Mai bis Oktober
gesammelt) und dem Gehalt der einzelnen Parameter im Blutplasma der Probanden ge-
funden werden.
Des Weiteren wurde kein Zusammenhang zwischen den untersuchten Antioxidantien, mit
Ausnahme von α-Carotin, und dem Body Mass Index der Studienteilnehmer nachgewie-
sen. Bezu¨glich der Konzentration an α-Carotin zeigten na¨mlich jene Probanden mit einem
BMI von >25 kg/m2 signifikant geringere α-Carotinwerte (P = 0,046), was Ergebnisse
aus anderen Studien, etwa von Al-Delaimy et al. 2004 gegenu¨ber steht.
Zusa¨tzlich sollte an dieser Stelle erwa¨hnt werden, dass jene Probanden mit einem BMI
von >25 kg/m2 signifikant geringere UCB-Konzentrationen aufwiesen (P = 0,003). Zu-
dem war erkennbar, dass jene Gruppe mit der ho¨chsten UCB-Konzentration den im Mit-
tel geringsten BMI hatte, und mit sinkender UCB-Konzentration der Gruppe der durch-
schnittliche BMI zunahm. A¨hnliche Resultate konnten auch in anderen Studien erzielt
werden [Gullu et al., 2005; Kimm et al., 2009; Li et al., 2011].
Bezu¨glich des Alters zeigten, so in anderen Publikation davor, etwa von Ito et al. 1990,
die Probanden, welche u¨ber 30 Jahre alt waren signifikant ho¨here Plasmakonzentrationen
an Retinol (P = 0,037), β -Cryptoxanthin (P = 0,008) und Lycopin (P = 0,013) und es war
eine Tendenz dahingehend auch bei α-Carotin zu erkennen (P = 0,093).
115
Zusa¨tzlich konnte festgestellt werden, dass alle Studienteilnehmer ausreichend mit Reti-
nol versorgt sind, da alle Probanden eine Plasmakonzentraton von mehr als 0,7 µmol/L
aufwiesen und somit von einer ada¨quaten Versorgung mit Vitamin A ausgegangen werden
kann [Biesalski, 2010].
Laut den D-A-CH-Referenzwerten wird ab einer Plasmakonzentration an β -Carotin von
≥ 0,4 µmol/L von einem ausreichenden Versorgungszustand gesprochen [Biesalski, 2010].
Dieser Grenzwert wurde von etwa 38% des Studienkollektives nicht erreicht und bei fast
31% wurden stark erniedrigte Werte (≤ 0,35 µmol/L) gemessen. Lediglich 35% der Stu-
dienteilnehmer konnten befriedigende Werte (≥ 0,75 µmol/L) aufweisen [Elmadfa et al.,
2004].
Aufgrund dessen, dass β -Carotin, gleich den anderen Carotinoiden zahlreiche positive
Effekte fu¨r den Organismus, etwa ein verringertes Risiko fu¨r bestimmte Krebsarten und
Herz-Kreislauferkrankungen zugeschrieben werden, ist eine ausreichende Versorgung mit
diesen Mikrona¨hrstoffen empfehlenswert.
Fu¨r die anderen untersuchten Carotinoide existieren bislang noch keine eindeutig fest-
gelegten Referenzwerte bezu¨glich ihrer Plasmakonzentration, aber Erfahrungswerte aus
zahlreichen Untersuchungen, die angeben, in welchem Bereich sich die jeweiligen Plas-
makonzentrationen bewegen.
So wurde fu¨r α-Carotin ein Konzetrationsbereich von 0,05-0,1 µmol/L [Di Mascio et al.,
1989; Sies und Stahl, 1995] vorgeschlagen.
Der untere Grenzwert wurde von keinem Studienteilnehmer unterschritten und bei knapp
72% der teilnehmenden Frauen und Ma¨nner wurden ho¨here Werte als 0,1 µmol/L gemes-
sen, wobei an dieser Stelle angemerkt werden sollte, dass jene Probanden mit Gilbert’s
Syndrom mit einem Anteil von mehr als 80% im Gegensatz zu knapp 61% der Kontroll-
gruppe eine α-Carotinkonzentration von mehr als 0,1 µmol/L aufwiesen.
Desgleichen konnte bei allen teilnehmenden Probanden eine Lycopinkonzentration von
mindestens 0,05 µmol/L nachgewiesen werden.
Der angegebene Konzentrationsbereich fu¨r Lutein im Plasma rangiert von 0,1 bis 0,3
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µmol/L [Di Mascio et al., 1989; Sies und Stahl, 1995]. Bei diesem Carotinoid wurde
gleichfalls der untere Grenzwert von keinem Probanden unterschritten und bei knapp 38%
der Studienteilnehmer konnten ho¨here Werte fu¨r Lutein im Plasma als 0,3 µmol/L auf-
gezeigt weren. Auch hier sollte angemerkt werden, dass beim Vergleich der Fall- und
Kontrollgruppe in jener mit Gilbert’s Syndrom mit etwa 45% Anteil mehr Personen den
oberen Grenzwert u¨berschritten, im Gegensatz zu knapp 31% der Kontrollgruppe.
Der Richtwert fu¨r die β -Crytoxanthinkonzentration im Plasma von 0,3 µmol/L [Di Ma-
scio et al., 1989] und Werte daru¨ber wurden nur bei knapp 16% der Studienteilnehmer
gemessen.
Bezu¨glich der Plasmaspiegel an α-Tocopherol lagen alle fast Messwerte im Normbereich,
das heißt u¨ber einer Konzentration von 16,3 µmol/L [Elmadfa et al., 2004].
Bei zwei Probanden wurden leicht (13–16,3 µmol/L) beziehungsweise stark erniedrigte
Werte (≤13 µmol/L) nachgewiesen.
Fu¨r die Prima¨rpra¨vention von Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs wird ein Plasma-
spiegel ≥ 30 µmol/L als erstrebenswert angesehen [Biesalski, 2010]. Dieser Schwellen-
wert konnte bei rund 61% der Untersuchten u¨berschritten werden. Hier sollte erwa¨hnt
werden, dass mit einem Anteil von etwa 68% die Personen des Kontrollkollektives ha¨ufiger
30 µmol/L und mehr aufwiesen, im Vergleich zu 53% der Probanden mit Gilbert’s Syn-
drom.
Bis dato wurde fu¨r γ-Tocopherol noch kein Referenzwert definiert, obwohl von Sies und
Stahl 1995 und von Aust et al. 2001 Werte in einem Bereich von 3–5 µmol/L angegeben
wurden.
Dieser Bereich wurde lediglich von 7% des Studienkollektives erreicht und erscheint,
nach zusa¨tzlichem Abgleich mit anderen Publikationen etwas hoch. Zudem konnte fu¨r
α-Tocopherol eine ausreichende Versorgung festgestellt werden.
Die Versorgung mit Phyllochinon ist anhand der Messwerte indessen nur bei knapp 29%
des gesamten Studienkollektivs als ausreichend (≥0,38 nmol/L) zu betrachten.
Bei etwa 68% der untersuchten Ma¨nner und Frauen traten leicht erniedrigte Statuswerte
an Phyllochinon (<0,37 nmol/L) auf [Elmadfa et al., 2004].
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Bei Ubichinon 50 zeigten sich nach Abgleich mit Angaben aus der Literatur von 0,4–1,0
µmol/L [Sies und Stahl, 1995] entsprechende Werte. So wurde von knapp 22% des Stu-
dienkolletives der untere Grenzwert unterschritten und von etwa 11% wurde eine ho¨here
Konzentration an Ubichinon 50 gemessen.
Des Weiteren konnte bei allen Studienteilnehmern festgestellt werden, dass sie ausrei-
chend mit Vitamin C versorgt sind, da bei allen Probanden mehr als 45,4 µmol/L Ascor-
binsa¨ure im Plasma gemessen wurden [nach Elmadfa et al. 2004].
Zur Konzentration des Glutathions in den Erythrozyten konnten Angaben von, auf Labor-
diagnostik spezialisierten, Untersuchungsanstalten zum Vergleich herangezogen werden.
Die gemessenen Werte aller Studienteilnehmer lagen im Referenzbereich von 1,8–3,6
mmol/L und es kann somit mit einer ausreichenden Versorgung durch Eigensynthese und
exogener Zufuhr ausgegangen werden.
4.8.1 Schlussbetrachtung
Die Resultate dieser Diplomarbeit zeigen, dass sich Personen mit Gilbert’s Syndrom in
ihrer Konzentration an lipophilen beziehungsweise hydrophilen Antioxidantien von Per-
sonen mit Plasmalevels an unkonjugiertem Bilirubin im physiologischen Normbereich,
nicht unterscheiden.
Die proklamierte, verbesserte antioxidative Kapazita¨t bei Personen mit Gilbert’s Syndrom
liegt also womo¨glich weniger an erho¨hten Konzentrationen einzelner Vitamine und Mi-
nalstoffe, bedingt durch einen einsparenden Effekt des Bilirubins, sondern Bilirubin in
ma¨ßig erho¨hten Konzentrationsbereichen zeigt divergente antioxidative, cytoprotektive,
DNA-protektive und anti-inflammatorischn Effekte.
Zudem lassen die meisten bisher publizierten Studien vermuten, dass diese protektiven
Wirkungen besonders unter pathologischen Bedingungen zum Tragen kommen, da so-
wohl die retrospektiven, als auch prospektiven Untersuchungen bisher die Rolle von Bi-
lirubin im Hinblick auf chronische Krankheiten untersucht haben und sich bislang ins-
besondere auf die Beziehung von Serumbilirubin und dem Risiko von kardiovaskula¨ren
Erkrankungen konzentriert haben.
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Somit bedarf die Assoziation zwischen Bilirubin und Erkrankungen, wie zum Beispiel
bestimmte Formen von Krebs, rheumatologische und neurospychiatrische Erkrankungen
gleichermaßen weiterer Untersuchungen. Da zudem in all den bis dato durchgefu¨hrten
Studien eine verringerte Pra¨valenz dieser, durch oxidativen Stress induzierter Erkrankun-
gen bei Personen mit erho¨hten Serumbilirubinwerten, infolge eines verbesserten totalen
antioxidativen Status nachgewiesen werden konnte.
Durch welche Faktoren der antioxidative Status verbessert wird, ist noch nicht vollsta¨ndig
gekla¨rt. Es wird angenommen, dass Bilirubin im Serum nicht allein durch das Enzym
UDP-Glucuronosyltransferase abha¨ngig ist, sondern zugleich auch von der Produktions-
rate. Die Aktivita¨t der Ha¨m-Oxigenase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der
Bilirubinsynthese, kann eine Erkla¨rung fu¨r die beobachtete inverse Assoziation zwischen
Serum-Bilirubin und koronaren Herzerkrankungen darstellen, da zudem der erho¨hte Ab-
bau von Ha¨m, die erho¨hte Produktion von Kohlenmonoxid, ein aktiver Vasodilatator, oder
beide Prozesse kardioprotektiv wirken.
Des Weiteren ko¨nnen die Erna¨hrungsweise, Bewegung und Xenobiotika die Serumbilirubin-
Konzentration beeinflussen.
Daher mu¨ssen weitere prospektive Studien durchgefu¨hrt werden, um zu kla¨ren, ob die
verringerte Mortalita¨t infolge kardiovaskula¨rer Erkrankungen allein dem erho¨hten Biliru-
bin zuzuordnen ist, oder ob zusa¨tzliche schu¨tzende Faktoren, wie die Ha¨m-Oxigenase 1
und Kohlenmonoxid sta¨rker zu beachten sind.
5 Zusammenfassung
Da Herz-Kreislauferkrankungen gefolgt von Tumorerkrankungen weltweit nach wie vor
die ha¨ufigsten Todesursachen darstellen, ist das Gebiet der Ursachen- und Pra¨ventions-
forschung ein a¨ußerst Wichtiges.
Aufgrund der Tatsache, dass Herz-Kreislauferkrankungen global noch fu¨r durchschnitt-
lich 30% der Todesfa¨lle und in Europa sogar fu¨r 48% der Todesfa¨lle verantwortlich sind,
ko¨nnten neue Forschungsansa¨tze erhebliche Auswirkungen auf die Pra¨vention und Ther-
pie etwa von kardiovaskula¨ren Erkrankungen, Krebs sowie anderen, mit oxidativen Stress
assoziierten Krankheiten haben.
Aus diesem Grund wurde am Institut fu¨r Erna¨hrungswissenschaften der Universita¨t Wien
eine epidemiologische, randomisierte Fall-Kontrollstudie in Kooperation mit der Griffith
University Australia, der University of Queensland, Australia, dem Department of Phar-
macognosy der Universita¨t Wien sowie dem Department of Clinical Pharmacology der
University Hospital, Kopenhagen (Da¨nemark) durchgefu¨hrt.
Ziel dieser Studie war es, den antioxidativen Status von Personen mit Gilbert’s Syndrom
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu untersuchen, um mo¨gliche positive Auswirkun-
gen ma¨ßig erho¨hter Bilirubinspiegel auf die Gesundheit zu evaluieren.
Zur Beurteilung des antioxidativen Status wurde die Plasmakonzentration von Retinol,
fu¨nf ausgewa¨hlter Carotinoide (Lutein, β -Cryptoxanthin, Lycopin, α-Carotin, β -Carotin),
von α-Tocopherol, γ-Tocopherol, Vitamin K1, Ubichinon 50, Vitamin C sowie die Kon-
zentration von Glutathion in den Erythrozyten photometrisch beziehungsweise mittels
HPLC gemessen und die Messwerte der beiden Studiengruppen miteinander verglichen.
Dahingehend konnte nach Auswertungen der erhaltenen Daten kein signifikanter Unter-
schied zwischen Personen mit Gilbert’s Syndrom und der Kontrollgruppe gefunden wer-
den.
Ein weiteres Resultat war, dass die weiblichen Probanden im Mittel deutlich ho¨here
Plasmakonzentrationen an Retinol, Lutein, β -Cryptoxanthin, α-Carotin, β -Carotin, α-
Tocopherol, γ-Tocopherol, Phyllochinon, Ascorbinsa¨ure sowie Glutathion aufwiesen, was
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jedoch nur fu¨r Lutein signifikant war (P <0,01). Ausnahmen dieses Trends waren Werte
fu¨r Lycopin und Ubichinon 50, fu¨r welche bei Ma¨nnern geringfu¨gig ho¨here Mittelwerte
gemessen wurden.
Zusa¨tzlich konnte in dieser Diplomarbeit ein Zusammenhang der untersuchten Caroti-
noide untereinander festgestellt werden. Weiters konnte der Gehalt an α-Tocopherol in
einen positiven Zusammenhang mit dem Plasmaspiegel an γ-Tocopherol gebracht wer-
den.
Desgleichen wurde eine positive Beziehung zwischen der Konzentration an Phyllochinon
und Ascorbinsa¨ure und zwischen Ubichinon 50 und Lutein sowie Lycopin und Retinol
nachgewiesen. Ubichinon 50 steht in einem positiven Zusammenhang mit der Plasma-
konzentration an Glutathion. Diese Resultate sprechen fu¨r eine Abha¨ngigkeit der Plasma-
konzentration von Vitaminen und Mineralstoffen von der jeweiligen Erna¨hrungsweise.
Ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der Blutabnahme oder dem Body Mass In-
dex und dem Gehalt der einzelnen Parameter im Blutplasma der Probanden, mit Ausnah-
me von α-Carotin, fu¨r das Personen mit einem BMI von >25 kg/m2 signifikant geringere
Werte zeigten, konnte jedoch nicht aufgezeigt werden.
Mit dem Alter wurde bei Retinol, β -Cryptoxanthin und Lycopin ein positiver Zusammen-
hang festgestellt.
Zusa¨tzlich konnte gezeigt werden, dass alle Studienteilnehmer ausreichend mit Retinol
versorgt sind. Bei β -Carotin wurde der Grenzwert von ≥ 0,4 µmol/L, ab dem von einer
ausreichenden Versorgung gesprochen wird von etwa 38% des Studienkollektives nicht
erreicht und bei fast 31% wurden stark erniedrigte Werte gemessen. Lediglich 35% der
Studienteilnehmer konnten befriedigende Wertevon mehr als ≥ 0,75 µmol/L aufweisen.
Da bislang keine Referenzwerte fu¨r die anderen Carotiniode verfu¨gbar sind, wurden die
Studienresultate mit Erfahrungswerten aus der Literatur abgeglichen. Es zeigte sich, dass
sich alle Messwerte in den angegebenen Konzentrationsbereichen befanden.
Bezu¨glich der Plasmaspiegel an α-Tocopherol lagen alle fast Messwerte im Normbereich,
und so wurde gleichfalls von einer ada¨quaten Versorgung mit γ-Tocopherol ausgegangen.
Des Weiteren konnte bei allen Studienteilnehmern festgestellt werden, dass sie ausrei-
chend mit Vitamin C versorgt sind und anhand der Messergebnisse kann mit einer ausrei-
chenden Versorgung mit Glutathion ausgegangen werden.
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Die Versorgung mit Phyllochinon ist anhand der Messwerte indessen nur bei knapp 29%
des gesamten Studienkollektivs als ausreichend zu betrachten. Bei Ubichinon 50 zeigte
sich nach Abgleich mit Angaben aus der Literatur, dass knapp 22% der Probanden den
unteren Grenzwert unterschritten, wohingegen die u¨brigen Studienteilnehmer Konzentra-
tionen im Referenzbereich und Werte daru¨ber aufwiesen.
6 Summary
Since cardiovascular diseases still represent the leading causes of death – they are res-
posible for 30% of the deaths worldwide and even 48% in Europe, followed by cancer –
the causal and clinical research is very important, because new research approaches could
have significant impacts on the prevention and therapy of cardiovascular diseases, cancer
and other oxidative stress-mediated diseases.
Therefore the presented study was conducted at the Department of Nutritional Sciences
of the University of Vienna in collaboration with the Griffith University, Australia, the
University of Queensland, Australia, the Department of Pharmacognosy of the Universi-
ty of Vienna and the Department of Clinical Pharmacology of the University Hospital in
Copenhagen, Denmark. The aim of this epidemiological, randomized case-control-study
was to evaluate the antioxidant status of individuals with Gilbert’s syndrome in compari-
son with healthy individuals in order to examine possible beneficial effects of moderately
elevated levels of unconjugated bilirubin.
In order to compare the antioxidant status of individuals with Gilbert’s syndrome to a
control group, the plasma concentrations of retinol, five selected carotenoids (lutein, β -
cryptoxanthene, lycopene, α-carotene, β -carotene), α-tocopherol, γ-tocopherol, phyllo-
chinone and ubichinone 50 were measured with HPLC and the concentration of ascorbic
acid and glutathione were measured photometrically.
However, regarding the evaluated parameters, there was no significant difference in indi-
viduals with Gilbert’s syndrome and the control group.
The average plasma concentrations of retinol, lutein, β -cryptoxanthin, α-carotene, β -
carotene, α-tocopherol, γ-tocopherol, phylloquinone, ascorbic acid and glutathione were
clearly higher in females than in males, except for lycopene and ubiquinone 50. But this
difference was only significant for lutein (P <0,01).
Additionally, the carotenoid levels in plasma correlated positively among each other. Fur-
thermore, the content of γ-tocopherol was higher in individuals with higher levels of
α-tocopherol in plasma. Similarly, a positive relationship between the concentration of
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ascorbic acid and phylloquinone as well as for ubiquinone 50 and lutein, lycopene, and
retinol was detected. In addition, ubiquinone 50 was positively correlated with the plasma
concentration of glutathione.
Further, neither the date of blood collection, the blood samples were collected from may
till october, nor the body mass index had an infuence on the plasma concentration of the
antioxidants.
Regarding age, a positive correlation for retinol, β -cryptoxanthin and lycopene was de-
tected.
Moreover, all participants were supplied adequately with retinol. For β -carotene insuffi-
cient supply was detected for 38% of the participants and almost 31% showed severely
decreased plasma levels. Only 35% of the individuals showed a satisfactory β -carotene
concentration of more than 0,75 µmol/L. Since there are no reference values for the other
carotenoids yet developed, the study results were compared with data from the literature,
showing that the concetrations for lutein, β -cryptoxanthin, lycopene and α-carotene were
in the normal range.
Regarding the plasma levels of α-tocopherol all participants were supplied adequately
and based on this result, a sufficient status of γ-tocopherol was assumed. Furthermore
all study participants showed good vitamin C as well as glutathione levels. Nevertheless,
only 29% of the participants showed sufficient supply with phyllochinone, whereas for
ubiquinone 50 about 22% of the subjects had plasma levels below the normal range.
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